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RESUMO

Introducio: A infec¢do do Sistema Nervoso Central é responsavel por

uma significativa causa de morbi-mortalidade, especialmente em pediatria. Entre 5 a
15% das criancas com meningite bacteriana morrem e 20 a 30% desenvolvem seqiielas
neurologicas a longo prazo. O exame do liquido cefalorraquidiano ¢ o teste de
laboratorio mais importante para o diagnostico desta doenga. A busca de outros testes
rapidos tém sido desenvolvidos para o diagnéstico e tratamento precoces da meningite
bacteriana. Desta forma, o emprego de fitas reagentes podem se tornar um recurso
auxiliar no diagndstico das infeccdes meningeas, principalmente onde a dificuldade de
obtencdo de volume suficiente de liquor ¢ capaz de impedir a realizagdo do exame

citobioquimoco de rotina.

Objetivo: Avaliar a acuricia da fita reagente Multistix® na analise do
liquido cefalorraquidiano em criangas.

Pacientes e Métodos: Cento e quarenta e seis amostras de liquor foram

coletadas de criancas e adolescentes de 0 a 18 anos que realizaram o exame de pun¢ao
lombar no Hospital Sao Lucas da PUCRS. Estas amostras foram submetidas ao teste da
fita reagente Multistix® e posteriormante analisadas pelo laboratério para a detecgao de
células, proteinas e glicose no liquor. Calculou-se a sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo e valor preditivo negativo dos resultados da leitura da fita reagente.
Resultados: A fita reagente apresentou uma sensibilidade de 76% na

detec¢do de mais de 100 células no liquor e uma especificidade de 96%. O valor

preditivo positivo foi de 84% e o valor preditivo negativo 93% respectivamente. Uma
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sensibilidade de 80% e especificidade de 81% foi encontrada quando se testou a fita

para proteinas. Em relacdo a glicose a sensibilidade encontrada foi de 16% e a

especificidade de 100%.

Conclusio: Os resultados da fita reagente obtiveram boa sensibilidade

quanto ao numero de células e proteinas, podendo ser utilizada como um recurso

auxiliar no diagnéstico das infecgdes meningeas, principalmente em locais de poucos

recursos.
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ABSTRACT

Background: The Central Nervous System infection is responsible for a
important cause of disease and mortality, especially in pediatrics. Five to 15% of
children with bacterial meningitis die and 20% to 30% will develop neurologic disturb
in the future. The analysis of cerebrospinal fluid (CSF) is the most important test for
diagnose meningeal infections, even when a little amount of CSF is present.

Objectives: To assess the accuracy of the reagent strips to analyze
cerebrospinal fluid in children.

Methods: One hundred forty six samples of CSF were collected from
children and teenagers from 0 to 18 years-old who were submitted to a lumbar puncture
in the Hospital Sao Lucas of PUCRS. The samples were analyzed in laboratorial tests
and with reagent strips (Multistix®) to detect cells, glucose and proteins. The
sensibility, specificity, positive predictive value and negative predictive value were
calculated.

Results: The reagent strips show a sensibility of 76% and specificity of
96% to detect cells in the samples. The positive predictive value was 84% and the
negative predictive was 93%. Sensibility of 80% and specificity of 81% was found to
proteins. The glucose results were 16% of sensibility and 100% of specificity.

Conclusions: The reagent strips show good sensibility to detect cells and
proteins in the CSF. It could be useful as an additional, cheap and quick diagnosis

method to detect meningitis.




Introdugdo

1-INTRODUCAO

1.1- Meningite

A meningite ¢ o processo inflamatorio das meninges e dos vasos cerebrais
em resposta a um agente agressor, na maioria das vezes infeccioso. E a causa mais
comum de febre associada a sinais e sintomas de doeng¢a no Sistema Nervoso Central
(SNC) em criancas.’

O comprometimento infeccioso do SNC e de suas membranas envoltérias
pode ser agudo, particularmente por bactérias e virus, ou crénico, quando produzidos
por protozodrios, espiroquetas, helmintos, fungos ou micobactérias >. Em geral, virus
sd0 muito mais comuns que bactérias, que sdo mais comuns que parasitas e fungos.
Mycoplasma pneumoniae também pode causar infeccdo do SNC, embora seja dificil de
mensurar sua contribui¢io.’

Entre as infeccdes que acometem a crianga, as do SNC sdo as de maior
gravidade. As meningoencefalites bacterianas sdo mais freqlientes e mais graves nas

. 3
criangas do que nos adultos.
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O liquido cefalorraquidiano que circula no espago subaracnéide ¢ o melhor
elemento para a pesquisa diagndstica de meningite. Ele participa ativamente na
resolucao do processo infeccioso, seja facilitando o transporte de elementos imunitarios
sangiiineos as meninges ¢ ao SNC, seja veiculando antimicrobianos administrados

terapeuticamente °.

1.2- Epidemiologia:

Infecgdo do Sistema Nervoso Central ¢ responsavel por uma significativa
causa de morbi-mortalidade, especialmente em pediatria. Entre 5 & 15% das criancas
com meningite bacteriana morrem e 20 a 30% desenvolvem seqiielas neurologicas a
longo prazo.*

Até a recente introducdo da vacina contra o Haemophilus influenzae tipo
b a incidéncia de meningite bacteriana vinha aumentando, principalmente devido a
este agente e ao Streptococcus pneumoniae do grupo B.>® Um aumento da incidéncia
no nimero de casos de meningite por Haemophilus influenzae foi documentado em
um grande niimero de institui¢cdes até 1980, incluindo Boston Children’s Hospital;
Los Angeles Children’s Hospital; Hospital for Sick Children, Toronto; Radcliffe
Hospital em Oxford, Inglaterra; e Birmingham Children’s Hospital também na
Inglaterra.*

Em dezembro de 1987 uma vacina conjugada foi licenciada nos Estados
Unidos para criangas a partir de 18 meses de idade e, em outubro de 1990, esta vacina

foi aprovada para criangas com 2 meses de idade. Devido a isto, nos ultimos 15 anos,
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alteragoes significativas t€ém mudado a epidemiologia desta doenga. A mais drastica ¢
o desaparecimento da meningite e de outras formas de doenca invasiva decorrentes da
infeccdo pelo Haemophilus influenzae tipo b em locais onde programas de
imunizagdes contra esta doenca tem sido implementadas. A incidéncia de meningite
bacteriana tem diminuido em 50% apo6s a introducdo destes programas de vacinacao e
até tém trazido modificacdes na idade de acometimento por esta doenga. A maioria
dos casos de meningite bacteriana hoje ocorre em adultos. Em menos de uma década
a média de idade aumentou de 15 meses em 1986 para 25 anos em 1995, aumentando
a proporgdo de casos entre os adolescentes de 20,8% para 51,5%.’

Previamente ao desenvolvimento desta vacina a incidéncia de
Haemophilus influenzae tipo b nos Estados Unidos, em criangas menores de 5 anos
de idade, variava de 32 a 71 casos por 100.000 criancas por ano.*® Nos primeiros 5
anos do programa de vacinacao este numero foi reduzido de 30 casos por 100.000
criancas em 1986 para 0 casos em 1991.* A rapida demonstragdo de eficicia da
vacina contra o Haemophilus influenzae tipo b tem levado muitos pesquisadores a
desenvolver estudos epidemioldgicos de dois outros patogenos causadores de
meningite bacteriana que sdo o Pneumococcus € o Meningococcus com o objetivo de
criar novas vacinas contra estas bactérias.’

A figura abaixo demonstra a alteragdo epidemioldgica da meningite
bacteriana em criangas acima de 30 dias de vida no periodo de 1981 a 1995 em uma

revisdo realizada por Katherine em 1999."
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Figura 1 - 382 casos de meningite bacteriana em criancas acima de 30 dias de vida em trés

diferentes periodos em Children’s Hospital in Seattle

Podemos observar que existe uma diferenca significativa (p<0,001) na
distribuicao dos principais patdégenos causadores de meningite bacteriana em criangas,
na figura acima. Houve um declinio do numero de casos de meningite bacteriana

ocasionadas pelo Haemophilus influenzae no terceiro periodo (1991-1995) e o

1981-1985

1986-1990

1991-1995

Streptococcus foi o patdgeno mais comum neste periodo.

Esta doenga também representa um problema importante em outras areas do
mundo.'" No Brasil, em Salvador, realizou-se um estudo no Hospital Couta Maia no
qual foram revisados 4100 casos de meningite bacteriana no periodo de 1973 a 1988,
demonstrando indice de 45,8 casos de meningite para cada 100.000 pessoas.

Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, ¢ Streptococcus pneumonie foram

OH. infuenzae
B S. pneumonie
ON. meningitidis

Ooutros

responsaveis por 62% dos casos de meningite, conforme tabela abaixo:
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Tabela 1- Etiologia da meningite bacteriana em trés diferentes locais

Agentes

United-Kingdom

(1980-1984)

Dakar, Senegal

(1970-1979)

Salvador, Brasil

(1973-1982)

H. influenzae
N.meningitidis
S. pneumoniae
S. agalactiae
L.monocitogenes

Outros

Nao conhecido

29

25

20

16

20
11

29
4

<0,5

26

23

22

17

20

18

Modificado de Etiology and mortality of bacterial meningitis in northeastern Brazil,

Infect Dis 1990

No Rio Grande do Sul, a incidéncia de meningite por H. influenzae também

diminuiu a partir de 1999, ano em que a vacinacdo contra este agente foi instituida em

toda rede publica. Em 1997, ela era de 1,3/100.000 e em 1999 atingiu 0,8/100.000.

Quando sdo analisados os dados referentes ao ano de 2000, a sua incidéncia diminuiu

para 0,4/100.000, demonstrando o efeito deste esquema vacinal sobre a populago.'

1.2.1-Etnia

A incidéncia de meningite por Pneumococcus ¢ H. influenzae ¢ muito mais

comum entre africanos, americanos de origem africana, indios americanos e indios

australianos.

13,14,15

Embora a ocorréncia de anemia falciforme esteja relacionada com o
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aumento da suscetibilidade a doenca invasiva entre os africanos e americanos de origem
africana, desconhecem-se as razdes pelas quais os outros grupos sao também mais
afetados. Talvez diferencas na resposta imunitaria aos polissacarideos capsulares das
bactérias desempenhem um papel importante, mas as condigdes socio-econdmicas sao

as principais responsaveis.'°

1.2.2-Fatores socio-econdomicos

As condig¢des socio-econOmicas t€ém importante impacto na incidéncia e
distribuicao das meningites. Pobreza, aglomerados de pessoas, acesso limitado a satide e
baixo nivel de educacdo estdo relacionados com o aumento da incidéncia.!” Estes
fatores sdo tdo importantes que as diferencas na incidéncia entre brancos e pretos

desaparece quando corrigidas as diferengas socio-econdmicas.'®

1.2.3- Tabagismo

Recentemente a exposi¢do ao tabagismo tem demonstrado aumento do risco

19,20

para desenvolver meningite bacteriana. Estudos de caso-controles tém demonstrado

que fumo tem um risco aumentado para o desenvolvimento de meningite e, que entre os
tabagistas, encontra-se o maior nimero de portadores de H. influenzae, pneumococcus

. . . 20,21,22
€ meningococcus na via acrea.” >’
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1.2.4- Meningite meningococcica

Neisseria meningitis € uma bactéria gram-negativa, encapsulada que
apresenta-se aos pares no exame bacterioscopico. Embora existam varios sorogrupos de
acordo com a composicdo da capsula bacteriana, os sorotipos A, B, C s3o os que
causam doenc¢a em seres humanos e sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de
doenca invasiva.>**

Meningite meningococica pode ser esporadica ou ocorrer em epidemias.
Epidemias usualmente sao causadas pelos sorogrupos A e C enquanto que a doenga nao
epidémica pelo grupo B. O sorogrupo A raramente ¢ responsavel por doenga nos
Estados Unidos mas ¢ o responsavel pelas epidemias de doenca na Africa e Asia.
Recentemente outro sorogrupo Y, tem sido identificado como causa de doenca em
diferentes regides.” %

Nos Estados Unidos, meningite meningocdccica ocorre em 6 casos para
cada um milhdo de pessoas por ano e ¢ responsavel por 25% de todos os casos de
meningite bacteriana. Sua mortalidade ¢ em torno de 3%.° Geralmente ocorre a
colonizacdo da nasofaringe pela N. meningitidis sem sintomas associados e apds a
transmissdo de pessoa para pessoa através de secre¢des respiratdrias.

Diferente da L. monocytogenes e do Streptococcus do grupo B, a
transmissdo da doengca meningococcica da mae para o feto por via genital ou
hematogénica ndo ocorre, por isso, que € raro o recém nascido apresentar esta doenga.

Por outro lado, criangas de 1 a 23 meses tém um alto indice de meningite

: . —_ 26
meningococcica, cerca de 45 casos para cada 1 milhdo de pessoas por ano.
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N. Meningitidis é responsavel por 60% dos casos de meningite bacteriana entre pessoas
de 2 a 18 anos de idade, diminuindo esta propor¢do para 20% entre 19 a 59 anos de
idade e menos de 5% acima de 60 anos de idade.*® Atualmente sio comuns grupos de
adolescentes com doenga meningococica na Europa, Estados Unidos e Canada
secundarios a um novo sorotipo C:2a, devido ao contato em universidades, bares e
escolas.***%

A apresentagdo da doenca meningococcica € sazonal com um pico de
apresentacao no final do inverno e inicio da primavera. Doenca meningococica € mais
prevalente em areas urbanas e em pacientes com deficiéncias de complemento (C5, C8 e
C9).* Esplenectomizados também tém um risco maior de desenvolver a doenca.

A meningite meningococcica geralmente apresenta-se com sintomas tipicos
de febre, dor de cabeca e meningismo. Ela pode ser agressiva e matar em horas e os
pacientes freqliientemente desenvolvem petéquias no tronco e membros inferiores que
podem coalescer formando grandes lesdes purpuricas. Complicacdes de doenga
meningocdccica incluem lesdes cutineas, amputagdes, perda auditiva e lesdo renal.*

Portadores da doenca (presenca da N. meningitidis na nasofaringe) ocorrem
em 1% a 15% dos adultos. A probabilidade de doenga meningocdcica severa em
contados da familia ¢ de 1% que ¢ 1000 vezes maior que o risco da comunidade em

geral. Criangas que mantém contato com doen¢a meningocdcica dentro de um hospital

tém um risco de 1:1000 de doenca."*




Introdugdo 9

1.2.5- Streptococcus pneumoniae:

O S. pneumoniae consiste de um coco gram-positivo que apresenta-se aos
pares ou em ‘“‘corrente’’no exame bacterioscopico. Muitos deles apresentam uma capsula
externa composta por oligossacarideos que protegem estes microorganismos da
fagocitose.”! Diferencas na composicio da capsula bacteriana sdo as responsaveis por
mais de 80 sorotipos conhecidos.*?

A superficie nasofaringea ¢ o sitio primario da colonizacdo do
pneumococccus € mais de um sorotipo pode ser encontrado no portador da bactéria.
Cerca de 5% a 10% de adultos sadios sdo colonizados pelo pneumococcus e 20% a 40%
das criangas apresentam pelo menos um sorotipo na nasofaringe.” A coloniza¢io pode
persistir por semanas a meses ¢ a transmissao da-se por contato entre pessoas através de
secregoOes respiratorias.Ocorre um risco maior de transmissao em locais superpopulosos
como creches, escolas, prisdes, acampamentos militares, ete.

Atualmente o pneumococcus é o agente etioldgico mais freqiiente observado
nos Estados Unidos como causador de meningite bacteriana. Ele é responsavel por 47%
do total de casos.*® O indice de mortalidade varia de 19% & 26%. Dos 83 sorotipos de
pneumococcus conhecidos, 18 sio responsaveis por 82% dos casos de meningite.’? Nos
Estados Unidos a incidéncia de doenca ¢ de 11 casos para cada um milhdo de pessoas
por ano. Recém nascidos tém uma incidéncia maior de doenga, cerca de 157 casos por
um milhdo de pessoas por ano.?*°

Pacientes que desenvolvem meningite freqlientemente tém focos contiguos

as meninges ou a distancia de infeccao pelo preumococcus tais como pneumonia, otite
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média, mastoidite, sinusite ou endocardite. Esplenectomia, hipogamaglobulinemia,

desnutri¢do, doenca cronica ¢ fratura de base de cranio constituem fatores de risco
1

aumentado para desenvolver esta doenca.

A apresentagdo clinica ¢ semelhante as outras meningites piogé€nicas, com
excecdo da pneumonia pneumococcica que freqiientemente ¢ concomitante a esta
patologia. Estudos retrospectivos mostraram que individuos infectados com S.
pneumoniae sensiveis a penicilina apresentam sinais clinicos semelhantes a pacientes

com S. pneumoniae resistentes a penicilina.’’*

1.2.6- Meningite por H. influenzae:

H. influenzae ¢ um pequeno cocobacilo gram-negativo que pode apresentar
superficie capsular ou ndo. Os microorganismos que apresentam capsula sdo
responsaveis pelo desenvolvimento de meningite em humanos. De acordo com a
composicao capsular existem 6 sorotipos identificados por pesquisadores, sendo que
mais de 95% das meningites sio causadas pelo H. influenzae tipo b.***°

A transmissdo ¢ feita pelo contato entre pessoas através de secrecdes
respiratdrias, por isso que criangas que freqiientam creches e escolas tém um risco
aumentado em desenvolver a doenca.** ¥!

Previamente ao desenvolvimento da vacina conjugada contra o H.

influenzae nos Estados Unidos, aproximadamente 1 a cada 200 criangas abaixo de 5

anos de idade desenvolvia doenca invasiva por este patdgeno e o pico de incidéncia
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variava entre 6 e 15 meses. Cerca de 20% a 30% dos casos desenvolviam seqiielas
neurolégicas permanentes.*>**

Apos o desenvolvimento da vacina conjugada em 1990, a incidéncia de
doenca pelo H. influenzae diminuiu em 90% nas criangas abaixo de 5 anos de
idade.’**>**%" Esta alteracdo na epidemiologia da doenca ndo se repetiu em criancas
acima de 5 anos de idade.*

Estudos mais recentes evidenciaram que em 1995, criangas de 1 a 23 meses
de idade apresentaram uma incidéncia aumentada de meningite por H. influenzae, cerca
de 7 casos para 1 milhdo de pessoas. Em 1996 e 1997 o indice de doenca em criancas
abaixo de 5 anos de idade variou conforme a raca. Brancos apresentaram uma
incidéncia de 5 casos para 1 milhdo de pessoas, asiaticos e habitantes de ilhas no
pacifico 6 casos para cada 1 milhdo de pessoas, pretos 7 casos, hispanicos 7 casos,
indios americanos e nativos do Alaska 124 casos.”® A alta incidéncia entre indios
americanos e nativos do Alaska pode ser explicada: pela diminui¢do natural dos niveis
de anticorpos quando comparado aos brancos, pela resposta ruim a imunizagdo, pela ma
nutricdo devido as baixas condi¢des socio- econdmicas.*’

A apresentacdo clinica da meningite por H. influenzae ¢ semelhante as
outras meningites piogénicas, podendo apresentar-se por um quadro muito grave,

fulminante. O indice de mortalidade atualmente é em torno dede 6%.%°
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1.3- Fisiopatogenia

Em 1948, Adams e colaboradores ja descreveram as alteragdes patoldgicas
da meningite. Embora muitos casos ndo foram tratados adequadamente, estas
descri¢des foram confirmadas por estudos realizados posteriormente quando utilizados
tratamento adequados.

O mecanismo ¢ a via pela qual a bactéria produz meningite nao estdo ainda
totalmente esclarecidos. O SNC (Sistema Nervoso Central) possui um mecanismo
protetor contra agentes patogénicos invasivos, composto pela caixa craniana, meninges
e por um complexo mecanismo, que se interpde entre o sangue € o liquor (barreira
hematoliquorica). O desenvolvimento da doenca da-se através das seguintes etapas:
invasdo bacteriana do hospedeiro com conseqiiente infec¢do do SNC; multiplicagao
bacteriana e desenvolvimento de inflamac¢do dos espagos subaracndideo e ventricular;
progressdo da inflamagdo com alteracdes fisiopatologicas e desenvolvimento de lesdo
neuronal.*’ A infecgdo pode atingir o SNC através da propagagio sanguinea (bacteremia
ou septicemia), de infecgdes adjacentes as meninges (faringite, sinusite, mastoidite, otite

média aguda, etc.) ou por solugdo de continuidade.”

1.3.1-Colonizacao:

Acredita-se que o mais comum seja a colonizagdo na superficie da mucosa

respiratéria por um agente causador de meningite com posterior disseminagdo

hematogénica. Muitos patdgenos sdo transmitidos através da via respiratoria e o
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hospedeiro com seus mecanismos protetores na mucosa tentara impedir a entrada e
multiplicagdo destes microorganismos através do epitélio mucociliar e da
imunoglobulina IgA encontrada na secrecdo respiratoria. O epitélio removera as
particulas encontradas na mucosa para fora do aparelho respiratério inibindo a adesao

da bactéria.’!

A integridade da mucosa nasal ¢ um importante determinante da
suscetibilidade do hospedeiro para o desenvolvimento de invasdo bacteriana. Infegao
viral da via respiratoria com a perda dos mecanismos de defesa do hospedeiro ¢
associado com um aumento do risco de doenca invasiva. O desenvolvimento da
meningite dependera do equilibrio entre a viruléncia da bactéria e os mecanismos de
defesa do hospedeiro.”!

A grande maioria das bactérias possuem caracteristicas em sua superficie
que ajudam na colonizacdo da mucosa, como por exemplo as fimbrias da N.
meningitidis ¢ do H. influenzae que facilitam a adesdo desta bactéria & mucosa nasal.
Além disso estes germes produzem IgA proteases que fazem a clivagem das IgA
secretoras na superficie da mucosa facilitando a sua entrada para a corrente sanguinea.
A superficie encapsulada das bactérias pode também ser um importante fator de
viruléncia tanto para a coloniza¢do da mucosa quanto para a invasdo sistémica dos
patdgenos que causam meningite. Em um trabalho realizado por Smith e colaboradores,
observou-se que entre seis tipos de H. influenzae tipo b encapsulados, menos de 5%
colonizaram a mucosa nasal, mas mais de 95% causaram doenca sistémica. Alguns tipos
de capsulas de polissacarideos sdo associadas com um risco maior de desenvolvimento
de meningite, como por exemplo, a E. coli K1 que ¢ responsavel por 84% das

.. . 5253 . , . .
meningites neonatais.””” Acredita-se que estas bactérias podem reduzir a resposta do
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sistema complemento do hospedeiro por apresentar uma constituicdo semelhante a
superficie das células do hospedeiro interferindo com o processo de opsonisagdo dos
fagocitos e aumentando a viruléncia delas.’

O sistema complemento ¢ um importante e essencial mecanismo de defesa
do hospedeiro que ¢ ativado pela presenca de bactéria na corrente sanguinea evitando,
com isso, a forma de doenca invasiva causada pelo S. pneumonaie, H. influenzae ¢ N.
meningitidis. Pacientes que apresentam falha no sistema complemento como ocorre na
anemia falciforme ou que realizaram esplenectomia tém uma predisposi¢ao aumentada

em desenvolver meningite.>

1.3.2-Invasao Meningea:

A barreira hematoencefalica mantém a homeostase do SNC através da
restricdo da entrada de macromoléculas, células e patéogenos em seu interior. O
mecanismo pelo qual a bactéria entra no SNC permanece desconhecido. O
desenvolvimento de bacteremia sustentada tem sido sugerido como um importante fator,
entretanto este ndo pode ser o Unico mecanismo responsavel pela invasdo meningea
porque o S. viridans que produz uma bacteremia sustentada durante uma endocardite
bacteriana raramente produz esta doenca.

Acredita-se que o mais importante fator para que a bactéria entre no SNC ¢
a lesdo das células endoteliais facilitada pela presenga de receptores para bactérias
presentes no endotélio do plexo cordide e dos capilares cerebrais.’® As etapas

percorridas pelos patdogenos meningeos sdo: quebra das conecgdes endoteliais,
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transporte transcelular por processo ativo ou passivo e invasdo do SNC. O alto fluxo
sanguineo no plexo coroide (200ml/min) contribui para a invasao bacteriana neste local.
Ja existem estudos que identificam proteinas de superficie responsaveis pela

invasdo bacteriana da E. coli no endotélio celular, assim como do S. pneumonaie.”

1.3.3- Multiplicacdo bacteriana e inducio da inflama¢ido no espaco

subaracnéideo

As bactérias podem se multiplicar mais facilmente no espaco subaracnoéideo
porque os mecanismos de defesa do hospedeiro sao muito mais precarios neste local. As
imunoglobulinas, os neutréfilos e os componentes do complemento estao, na grande
maioria das vezes, ausentes ou muito diminuidos, prejudicando a opsonisacao das
bactérias e uma eficiente fagocitose.”

Em resposta a multiplicacdo bacteriana, as células do SNC produzem
citoquinas e outros mediadores inflamatérios que contribuem para as alteragdes
fisiopatologicas da meningite bacteriana e para a significativa morbi-mortalidade desta
doenca. O fator de necrose tumoral (TNF-alpha) e a interleucina 1 (IL-1) agem
sinergicamente ou isoladamente no SNC, provocando alteracdes na permeabilidade da
barreira hematoencefélica, alteragdes no metabolismo cerebral, diminui¢do do fluxo

sanguineo cerebral, inflamagdo e morte neuronal.”””®

Elas também induzem a formacao
de outras citoquinas tais como a IL-6, IL-8, e II-10. A IL-6 que sdo potentes indutores

de leucocitos, ativadores do complemento e da cascata de coagulacao e a IL-8 promove

a adesdo dos neutrofilos nas células endoteliais, que ¢ um pré-requisito para a invasao
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destes no SNC. Varias outras citoquinas estdo presentes no SNC durante a meningite
bacteriana e elas contribuem na formagdo, intensidade e manutencdo da resposta
inflamatoria.®*®!

Em reposta a produgdo de citoquinas, os neutrofilos migram para dentro do
liquido cefalorraquidiano, contribuindo para os efeitos deletérios da inflamagdo no
SNC. Quando os neutrofilos e macréfagos sdo ativados, aumenta a producdo de
radicais livres, que sao moléculas derivadas da reducao parcial do oxigénio, diminuindo
a perfusdao cerebral, devido ao vasoespasmo e trombose vascular que provocam. O
oxido nitrico ¢ outro produto proveniente de macréfagos e neutrofilos que sao ativados
pelas citoquinas e também contribuem com a pleocitose no liquido cefalorraquidiano,
com a alteragdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica, com as alteracdes do
metabolismo cerebral, com o aumento da pressdo intracraniana € com o edema
cerebral >

A produgdo de Matrix-Metalloproteinases (MMPs), que sdo endopeptidios
zinco dependentes, provenientes dos leucocitos ativados pelo TNF-alpha, desenvolvem

importante papel na fisiopatogenia da meningite.®*%%*

Estes endopeptideos podem
degradar os colagenos tipo IV e V, que sdo os principais componentes da membrana
hematoencefalica, levando a ruptura desta barreira protetora do SNC. Além disso eles
podem sustentar o processo inflamatério pela sua fung¢do de clivagem do TNF-alpha em

, 65,66
sua forma soltvel e madura.”™
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1.3.4- Lesao Neuronal

A lesdao do parénquima cerebral ¢ a mais importante conseqiiéncia da
meningite bacteriana.®®® Seqiielas neurolégicas decorrentes de lesdo neuronal
incluem: déficit de aprendizado, retardo mental, paralisia cerebral, surdez cortical,
sindromes neurosensoriais cegueira cortical e convulsdes.®”®7® A patologia da
meningite bacteriana inclui a inflamacdo do espaco subaracnoideo, o processo
inflamatério dos vasos cerebrais e a lesdo de parénquima cerebral. A inflamagdo do
espaco subaracnoideo consiste em um exsudato formado exclusivamente por
granulocitos, que recobrem a base e a convexidade do SNC. O envolvimento dos
vasos cerebrais ¢ macroscopicamente Obvio, onde hd a infiltracdo dos vasos por
células inflamatorias com presenca de trombose. Lesdo no parénquima cerebral ¢
evidente pela presenca de edema cerebral, areas de infarto cerebral e por alteragdes
histologicas. Perda neuronal evidenciada como atrofia cerebral em exame de
Ressonancia Nuclear Magnética ¢ um achado em pacientes que sobrevivem a esta
doenca.”!

A figura abaixo expressa um resumo rapido da fisiopatogenia da

meningite bacteriana, conforme mencionado anteriormente.
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Componentes Bacterianos

(uso de ATB)

U

TNF, IL1, IL6, ILS, IL10

U
Quebra da barreira Edema Reabsorcao
Hematoencefalica Cerebral CSF
U
HIC
U

Alteracio do
fluxo sangiiineo

cerebral

Modificado de Shrier L A. Bacterial and Fungal Infections of the Central Nervous
System. In Berg B. Principles of Child Neurology. 1° ed. San Francisco: International

Edition; 1996. 749-77

Figura 2- Fisiopatogenia da meningite bacteriana, retirado de Bacterial and

Fungal Infections of the Central Nervous System de Lydia A. Shrier
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1.4-Liquido cefalorraquidiano:

O liquor, localizado no espago subaracndide, ¢ um fluido corporal
metabolicamente ativo, dinamico, que apresenta importantes fun¢des no SNC tais como:
protecdo do SNC contra traumas por funcionar como barreira mecanica, prover
nutrientes para o SNC, reservatdrio para os produtos da degradacdo metabdlica, manter
a pressido do SNC e propriedades anti-bacterianas.”

Sua formacdo da-se principalmente no plexo cordide dos ventriculos (70%)
com o restante sendo formado em sitios extracoroidais. O epéndima ventricular, o
Aqueduto de Silvius, as superficies aracndides do cérebro e da medula e os capilares
sanguineos, correspondem a estes sitios de formacao do liquor. Sua producido ¢ em
torno de 0.35ml/min ou 500ml por dia sendo seu volume substituido a cada 5 a 7 horas.
Esta producdo permanece constante mesmo com grandes altera¢des na pressao liqudrica
de até 200mm de agua.’

O volume de liquido cefalorraquidiano depende da idade da crianga. Um
prematuro apresenta entre 10ml a 30ml de liquor e um recém nascido a termo em torno
de 40ml. Uma crianca de 4 a 13 anos de idade apresenta um volume que varia de 65 a
140 ml, com uma média de 90ml.”

A pressdo do liquor ¢ varidvel e interfere com a respiragdo, com a posi¢ao
postural, com a pressdo sanguinea, com as alteracdes de fluxo sanguineo cerebral, com

os fatores psicologicos e com o esforgo fisico. Na respiracdo a pressao liquorica diminui

na inspira¢ao € aumenta com a expiragﬁo.74
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Em uma série de 1000 pacientes normotensos que realizaram o
procedimento de pun¢do lombar, a média de pressio do liquido cefalorraquidiano
encontrada na manometria foi de 85 a 110mm de agua em lactentes e 150mm de dgua
em pré escolares e escolares.”” Estes valores ndo podem ser aplicados para pacientes na
posi¢do ortostatica nem na posicao sentada onde ha um aumento de at¢ 400mm de agua

na press:?lo.76

1.4.1-Composi¢ao quimica

O liquido cefalorraquidiano ¢ formado principalmente por sodio (transporte
ativo) e agua (difusdo passiva). Muitos outros componentes do plasma estdo presentes
como a glicose, as proteinas, os eletrolitos, os minerais, as enzimas, os elementos
formadores do sangue, fatores bactericidas e metabdlitos, mas ¢ a dgua o grande
componente (99%). Sua osmolaridade ¢ 5 vezes maior do que a do plasma e o PH mais
baixo do que o do sangue arterial, em torno de 7,32, principalmente devido ao maior
contetudo de pCO2 no liquor, aproximadamente 48 mmHg.””

As concentragdes médias dos eletrolitos e minerais no liquido
cefalorraquidiano normal s30:140mEq/l de so6dio(NA); 2mEgq/l de potassio(K);
115mEq/l1 de cloro; 2,5 a 3mEq/l de calcio; 1,6mEq/l de fosforo e 2,2mEq/l de
magnésio.” Devido & imaturidade da barreira hematoencefalica do recém nascido, a
bilirrubina pode ser encontrada no liquor destes pacientes quando a sua concentracao

sérica variar de 10 & 15mg/dl.”
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A concentragdo de glicose no liquor ¢ normalmente mais baixa do que a
concentracdo sérica porque a glicose ndo se difunde tdo facilmente através das
membranas como o faz a agua. Ela ¢ proveniente do plasma através do transporte
facilitado por carreador de membrana e apresenta diferentes concentragdes através do
neuro-eixo, sendo maior nos ventriculos e diminuindo nas cisternas e regido lombar.”® A
sua concentragao no liquor ¢ idade dependente, sendo relativamente menor no neonato
do que em criangas maiores, devido a imaturidade dos mecanismos de troca e ao
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica. Atinge uma concentragao
madura em torno de 4 4 6 semanas ap6s o nascimento.’>

No que confere as proteinas no liquor, sua concentragdo ¢ muito menor em
relacdo ao plasma, em parte devido a exclusdo de proteinas de alto peso molecular e
também porque a saida de proteinas do liquor ¢ 200 a 300 vezes maior do que a sua
entrada.”’ Assim como a glicose, existe uma variacdo da concentracio de proteinas
através do neuro-eixo, sendo duas vezes maior na regido lombar comparado aos
ventriculos. Sua concentragdo também ¢ idade dependente, sendo maior no recém
nascido. As proteinas atingem uma concentracdo madura por volta das 4 a 8 semanas
apos nascimento.”*”

Das proteinas encontradas no liquor a albumina e a gamaglobulina sdo as
mais comuns sendo responsavel por 70% e 15% respectivamente com uma relacdo
albumina: globulina de 5:1.”

O numero de leucdcitos encontrados no liquor também ¢ maior em recém

nascidos (RN). A média de leucocitos encontrada em liquor de RN normais ¢ dell

leucdcitos por mm3 comparado com lactentes de 1 a 2 meses de idade que apresentam
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em torno de 7 leucdcitos por mm?. Acima de 6 semanas de idade a média diminui para
2,3 leucocitos por mm?, sendo que somente 10% de criancas entre 0 e 8 semanas tem
uma contagem de leucocitos igual a zero. Em relacdo ao numero total de neutréfilos,
somente 5% de criangas tem um nimero absoluto de neutrofilos > le 58% tem numero
absoluto de neutréfilos igual a zero.

Em um estudo realizado com 106 criancas acima de 4 semanas de vida, com
liquor negativo para bactérias e contagem de leucocitos normal para a idade, o
percentual de neutrofilos encontrado foi: < 5% em 68%, <20% em 91% e < 35%

em100%, sendo que somente 5% apresentaram numero total de neutréfilos > 1/mm3.”2

1.4.2- Avaliacao do liquido cefalorraquidiano na meningite bacteriana:

O exame do liquido cefalorraquidiano ¢ o teste de laboratério mais
importante para o diagndstico de meningite. Ele permite determinar: intensidade do
processo inflamatorio; agente etioldgico; anticorpos especificos, os quais informam
indiretamente a etiologia da infeccao.

Apo6s ser retirado do espaco subaracnodide, através do procedimento de
puncdo lombar, este deve ser avaliado quanto ao aspecto, manometria, citologia, exame
quimico, bacterioscopia, cultura e outros testes diagndsticos conforme a necessidade do

pesquisador.
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1.4.2.1- Aspecto:

O aspecto ¢ o primeiro item a ser avaliado, normalmente ele ¢ limpido,
claro, como “agua de rocha”, formado principalmente por agua e soédio como
mencionado anteriormente. A pleocitose ¢ que confere um aspecto opalescente ao liquor
mas a turbidez pode também ser causada pela presenca de germes, com a nula ou
escassa participagao celular, como ocorre em criancas com meningite bacteriana com
pobre resposta granulocitica.’

A xantocromia, ¢ a cor amarelada do liquor e resulta da lise de eritrocitos
presentes no liquor ha mais de cinco horas. O liquor levemente hemorragico (decorrente
de acidente de puncdo) ou com concentragdes de proteinas superiores a 200mg%, pode
apresentar-se xantocromico; entretanto, quando centrifugado, a camada sobrenadante
perde o aspecto amarelado ou sanguinolento. Hemorragias recentes do SNC tornam o
liquor sanguinolento mesmo apés centrifugagio.”

A presencga de bilirrubina no liquor causada por hemorragia subaracnoidea ¢é
detectada apenas 10 horas ap6s o inicio da lise eritrocitaria, embora ela possa persistir
até 2 a 4 semanas.

Juntamente com a avaliagdo do aspecto faz-se o exame de manometria que
consiste na avaliagdo da pressdo de abertura do liquor no espaco subaracndideo. A
pressdo liquorica na meningite bacteriana € normalmente elevada e encontra-se acima
de 300mm H20 . Bonadio documentou em criangas com meningite bacteriana nos dois
primeiros dias de doenga um pico de pressao de 200 a 320mm H20 com uma média de

240mm H20 de pressio de abertura liquérica.”
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1.4.2.2- Exame citologico:

Apos a avaliagdo do aspecto, o liquor deve ser examinado imediatamente na
procura de células vermelhas (eritrocitos) e células brancas (leucécitos), que consiste no
exame citologico. A pleocitose no liquor ¢ um achado encontrado em pacientes com
meningite viral e bacteriana, sendo a média de leucocitos bastante elevada na meningite
piogénica e dependente do agente causal. Quando consideramos os trés patdgenos mais
comuns causadores de meningite bacteriana, a média de leucocitos encontrada em liquor
com N. meningitis foi a maior, em torno de 5476/ mm?, comparado com 4612/mm? na
meningite por H. influenzae e 1136/mm? por S. pneumonaie. Existem casos de
meningite bacteriana sem a presenca de pleocitose associada, caracterizando 4% dos
casos em geral, sendo este fendmeno mais comum em prematuros (15%) e recém
nascidos (17%).'%"

A quantificacdo, no liquor, do niimero absoluto de neutrdfilos ¢ tdo
importante quanto o numero de leucécitos pois ajuda no diagnoéstico diferencial de
meningite asséptica e bacteriana. A maioria dos casos de meningite bacteriana em
pacientes com idade superior a 30 dias de vida tém mais de 50% de neutréfilos na
contagem de células do liquor.

Em um estudo de casos, Bonadio e colaboradores encontraram um
percentual de neutréfilos de >90% em 62% dos casos estudados, >80% em 85% de
casos ¢ >70% em 98% dos casos, somente 1 paciente dos 112 estudados com
predominio de linfomondcitos.”” Quando ocorre pleocitose com predominio de

neutr6filos na meningite asséptica, ¢ sabido que a repetida analise do liquido
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cefalorraquidiano 6 a 8 horas ap6s o primeiro podem ser encontrado as alteragdes
caracteristicas da meningite asséptica que ¢ a pleocitose com predominio de
linfomonécitos encontrada em 87% dos casos.’

Recentes estudos tém demonstrado uma correlagdo entre nimero de
leucocitos no liquor e prognostico de doenga. Criangas com diagnostico de meningite
por S. pneumoniae onde o namero de leucocitos no liquor foi < 1000/mm? apresentaram
uma mortalidade maior (25%) em relacdo aqueles com numero de leucdcitos >
1000/mm?.”™ Malley e colaboradores demonstraram em um estudo que criancas com

meningite meningococica sem pleocitose no liquor apresentaram também um pior

prognostico de doenga.”®

1.4.2.3- Exame bioquimico:

Dois testes bioquimicos importantes na analise do liquor, principalmente na
meningite bacteriana, sdo a glicose e as proteinas. A hipoglicorraquia estd presente na
maioria dos casos de meningite bacteriana apresentando uma resolucao apos 48 horas de
antibiotico em 70% dos casos. A diminuicdo da glicose no liquor na meningite
bacteriana ¢ multifatorial e ocorre pelo aumento do transporte de glicose nas vilosidades
da aracnéide, pelo aumento no metabolismo no SNC e medula, pela inibicdo da entrada
de glicose no espago subaracnoideo devido alteragdes no transporte de membrana e pela
glicolise induzida pelos leucocitos e bactérias.”

A concentracdo de glicose no liquor em uma série de casos realizado em

pacientes com meningite bacteriana demonstrou uma importante hipoglicorraquia, entre
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19 a 30 mg/dl , enquanto que em outro estudo foi detectado de 0 a 10mg/dl em 27%, de
11 4 20mg/dl em 16%, de 21 a 40mg/dl em 36% e >40mg/dl em19%.”"* Em geral, a
relagcdo entre a concentragdo de glicose no liquor versus a sérica na meningite bacteriana
¢<04."

A concentragao baixa de glicose no liquor tem sido demonstrada como fator
de risco para seqlicla auditiva em pacientes com meningite bacteriana. Arditi e
colaboradores demonstraram em um estudo que o risco de surdez uni ou bilateral em
criancas ¢ maior quando a concentragao de glicose no liquor for menor. Das criangas
com seqiiela auditiva, 45% destas apresentaram concentracdo de glicose no liquor <
20mg/dl, comparado com 28% de criangas com semelhante concentracdo de glicose no
liquor e audi¢o normal.”

Uma elevagdo anormal da concentracdo de proteinas no liquor ocorre na
maioria dos casos de meningite bacteriana. A média da concentragdo sérica de proteinas
nestes casos ¢ de 130 a 299mg/dl, sendo que valores absolutos de 500 a 1000mg/dl
podem ocorrer em 14% dos casos e valores >1000mg/dl em 8%."

Em meningite por S. pneumonaie uma mortalidade maior foi encontrada em
pacientes que apresentaram concentragdo de proteinas no liquor > 250mg/dl, 32%
comparado com 4% em pacientes com niveis de proteinas no liquor < 250mg/dl.”’

Outros estudos ndo confirmam estes achados.
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1.4.2.4- Exame bacterioscopico (Gram):

O exame bacterioscOpico juntamente com a cultura e o PCR continuam
sendo os testes mais precisos no diagnostico de meningite bacteriana. O exame de Gram
¢ um método rapido e util na andlise inicial do liquor de pacientes com suspeita de
meningite.

Em um estudo com 2635 amostras de liquor de pacientes com meningite
bacteriana, o indice de positividade do gram foi de 88% das amostras que apresentaram
cultura positiva. Quando retirado do estudo os pacientes que receberam
antibioticoterapia prévia, este indice aumentou para 92%, com 0,1% de falsos
positivos.*

A tabela abaixo apresenta a sensibilidade do exame bacteriocopico nas

diferentes etiologias de meningite bacteriana encontradas por Gray B M.*°

Tabela 2 — Uso do exame bacterioscépico no diagnéstico de meningite bacteriana

Etiologia Sensibilidade
Qualquer etiologia/ Sem ATB 75% a 90%
Qualquer etiologia/ Uso de ATB 40% a 60%
S. pneumoniae 90%

N. meningitidis 75%

H. influenzae 86%

L. monocitogenis <50%
Bacilos gram negativos 50%

O exame bacteriocopico apresenta uma sensibilidade de 60% a 90% e uma

especificidade de 100%.*
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1.4.2.5- Exame de cultura do liquor:

A vantagem da cultura do liquor consiste na sua disponibilidade, na
sensibilidade e especificidade altas do teste.™

Sangue de ovelha e agar chocolate sdo os dois principais meios de cultura
utilizados em microbiologia para a cultura de amostras de liquor. A presenca de sangue
na cultura identifica o S. pneumoniae em 80% das meningites causadas por este
microorganismo, em 90% das causadas por N. meningitidis e em 94% das causadas por
H. influenzae.**™

A cultura de virus é capaz de detectar somente 14% a 24% das causas de
meningites virais, mas quando positiva ¢ diagnéstica.***” O mesmo ocorre com fungos e

micobactéria onde a positividade da cultura ¢ de 44% para a Candida meningitidis e de

52% a 83% na meningite tuberculosa.

1.4.2.6- Outras técnicas diagndsticas:

Testes diagndsticos rapidos tem sido desenvolvidos que podem ser uteis no
diagnostico e tratamento da meningite bacteriana.

A Contraimunoeletroforese (CIE) ¢ um teste rapido, que pode distingiiir
capsulas de polissacarideos de N. meningitidis, S. pneumoniae ¢ H. influenzae, além de
ndo alterar com o uso prévio de antibidticos. Cerca de 30 a 60 min sdo necessarios para a

sua realizacdo. Sua sensibilidade ¢ em torno de 60% a 90%, com um alto indice de
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falsos negativos.*™ Este exame foi substituido rapidamente pelo teste do latex que
também detecta antigenos de varios tipos de bactérias.

Teste do latex consiste na aglutinacdo de particulas de latex, envolvidas com
anticorpos por antigenos bacterianos liberados no liquor, e com maior eficacia que a
(CIE). Este teste ¢ bastante simples, rapido e confiavel nas meningites por S.
pneuminiae, H. influenzae, N. meningitidis ¢ Streptococcus do grupo B. A resposta ¢
obtida em 30 minutos. Sua sensibilidade ¢ em torno de 90% a 100% para o H. influenzae
e 83% a 100% para o S. pneumoniae.”””"** Podem ocorrer falsos positivos em
individuos portadores do fator reumatoide ou em reagdes cruzadas.

O ELISA pode detectar antigenos no liquor com maior sensibilidade e
especificidade quando comparado ao exame (CIE). A principal desvantagem ¢ o tempo
requerido para a realizagdo do exame, cerca de 3 a 6 horas. Ele se destaca pelo baixo
custo dos reagentes e do equipamento empregado.”

A andlise da proteina C-reativa no liquor tem sido proposta como teste 1til
no diagnostico diferencial entre meningite asséptica e bacteriana, mas as evidéncias
ainda sdo insuficientes em demonstrar estes resultados. Alguns autores propdem que a
andlise da proteina C-reativa juntamente com o exame clinico e andlise laboratorial do
liquor reforcam o diagnostico de meningite bacteriana. Outros autores relatam que a
proteina C-reativa ¢ 1til na evolucdo clinica da meningite bacteriana, e ndo para o seu
diagnostico.”

Garty e colaboradores descreveram outro teste laboratorial bastante simples
que pode ser util no diagndstico diferencial entre meningite viral e bacteriana, que ¢ a

agregacao dos leucocitos no liquor. Este teste ¢ bastante rapido e barato, mas necessita
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de mais estudos para a sua utilizagdo. Ele pode ser utilizado como coadjuvante no
screening diagnostico da meningite bacteriana.”*”

A (PCR) ou, teste de cadeia polimerase, também tem sido utilizada em
pacientes com meningite bacteriana na deteccdo do DNA da bactéria. Em estudo
realizado por Radstrom e colaboradores, foram identificados 87 DNA de 98 amostras de
liquor de pacientes com N. meningitidis, S. pneuminiae e H. influenzae O teste
apresentou uma sensibilidade de 89%, sem falsos positivos.”’

Em outro estudo realizado, o PCR detectou o S. pneumoniae de todas as
amostras de liquor que apresentaram cultura positiva para esta bactéria, sem falsos
positivos. O teste necessitou de apenas poucas horas e um volume de 15 pl para ser
realizado.”®

Outra funcdo importante do PCR ¢ a rapida deteccdo de virus em amostras
de liquor de pacientes com suspeita de meningite, diminuindo com isso o tempo de
hospitalizag¢do e tratamento com antibidtico nestes pacientes. Genes de enterovirus tém
sido facilmente detectados por vérios laboratorio.””'*

Em estudo realizado com 22 amostras de liquor, o exame cultural foi
positivo em 9 amostras coletadas apos aproximadamente 6,5 dias de realizagdo do
exame. Destas amostras com cultura positiva, todas apresentaram PCR positivo em 24
horas da realizagdo deste exame além de 6 outras amostras que nao foram positivas na
cultura.”

Read e colaboradores, encontraram uma sensibilidade de 94% do PCR no

diagnostico de meningite viral, concluindo que este teste diagnodstico consiste no padrao-
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ouro para detecgao desta patologia. Este achado pode ser confirmado em demais estudos

realizados posteriormente.

100,101,102

A tabela abaixo resume os principais métodos diagnoésticos utilizados para

diagnostico de meningite bacteriana com suas vantagens ¢ desvantagens:

Tabela 3-Métodos diagndsticos para a detecciio de microorganismos na meningite bacteriana

Método Vantagens Desvantagens Tempo Custo
Cultura -Padrdo- ouro -Demorado Dias  ou +++
-Disponivel -Ndo crescimento de alguns semanas
microorganismos em vitro.
-Mais sensivel
Gram -Rapido Menos sensivel que os outros Horas +
testes
Pesquisa de -Rapido Menos sensivel Horas ++
antigenos
(fluorescéncia
latex,
aglutinagdo)
PCR -Sensivel Pode detectar microorganismos Horas ou ++++
-Relativamente presentes por contaminagdo do dias
rapido material

Legenda: += <$10, ++ = $10 to $50, +++ = $50 to $100, ++++=>$100

Modificado de Thomson R B. Laboratory Diagnosis of Central Nervous Sistem Infections,

Thomson 2001; 15:4.
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Alguns autores propdem a analise do liquor através de fitas reagentes de
urina. Ha poucos trabalhos disponiveis na literatura que comprovem de forma definitiva
a eficacia destes métodos no diagnostico de meningite bacteriana,'*>'*410>-106.107

Moosa et al analisaram 234 amostras de liquor em criangas, com o uso de
fitas reagentes de urina (Multistix®). Chegaram a uma sensibilidade de 97% e uma
especificidade de 100% no diagnéstico de meningite.'* Molyneux e colaboradores
analisaram 257 amostras de liquor em criangas, comparando os achados do multistix

com o padrio ouro (bioquimica, gram e cultural).'?®

Quando o liquor se encontrava
turvo a especificidade e sensibilidade no diagnostico de meningite bacteriana foi de
100%, porém quando o liquor apresentava aspecto claro, incolor, a sensibilidade e a
especificidade do multistix para o diagndstico de meningite bacteriana foi de 33% e
83% respectivamente.

O emprego de fitas reagentes que sao testes simples e rapidos que detectam
proteinas, glicose e células no liquor podem se tornar um recurso auxiliar para o
diagnoéstico de infecgdes meningeas bacterianas, principalmente em casos com

dificuldades para obtencdo de volume suficiente do liquor capaz de permitir a realizagdo

da citobioquimica de rotina.




Objetivos

2 - OBJETIVOS:

2.1 - Geral:

2.1.1 Avaliar a acuréacia do uso da fita reagente Multistix® na analise do

liquido cefalorraquidiano em criangas.

2.2 - Especificos:

2.2.1- Verificar a capacidade da fita reagente para definir meningite em

criangas.

2.2.2- Verificar a acuracia da fita reagente em mensurar leucécitos,

proteinas e glicose no liquor.




Pacientes e Métodos

3-PACIENTES E METODOS:

3.1-Delineamento:

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, observacional,
realizado no Hospital Sdo Lucas da PUCRS, no periodo de abril de 2000 a setembro de
2001. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo Cientifica e de Etica da PUCRS, tendo
como condicdo indispensavel para a inclusdo dos pacientes no estudo, que um dos pais

ou responsaveis firmasse o termo de consentimento pds-informado (Anexo 1).

3.2- Selecao da amostra:

A populagdo em estudo foi constituida por criancas e adolescentes de 0 & 18
anos, que foram submetidas ao exame de pun¢do lombar, internadas ou atendidas no
servico de Pediatria do Hospital Sdo Lucas da PUCRS no periodo de abril de 2000 a

setembro de 2001.
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3.3- Critérios de Inclusio:

Para fazer parte do estudo, deveriam ser atendidos todos os seguintes
critérios de elegibilidade:

(a) Idade: criangas e adolescentes de 0 a 18 anos;

(b) Intervengdes: pacientes com indicacdo de realizar exame de pungao
lombar no servigo de Pediatria do Hospital Sdo Lucas da PUCRS de 2* a 6 feira no
horario das 8:00 as 18:00 hs;

(c) Termo de consentimento: eram fornecidas verbalmente aos pais
e/ou responsaveis e aos pacientes, todas as informacgdes referentes a coleta do liquor,
assim como o exame da fita reagente. Para incluir o paciente na pesquisa um dos

responsaveis deveria firmar o termo de consentimento pos-informado (Anexol).

3.4-Critérios de exclusao:

N3ao houve exclusdes no estudo.

3.5- Intervencao:

A indicacdo e a realizacdo do exame de puncdo lombar eram

atribuicdo exclusiva do chefe de plantdo da emergéncia do dia, sem a participacdo da

autora do trabalho. A autora do trabalho era solicitada somente para o acompanhamento

do exame cada vez que este procedimento fosse realizado.
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O procedimento de puncao lombar consiste na colocagdo de uma
agulha apropriada entre os espagos intervertebrais do paciente para a coleta do liquido
cefalorraquidiano circulante no espaco subaracnoide. Usualmente o liquor ¢ coletado
com o paciente em decubito lateral fletido, podendo ser coletado também na posicao
sentada. A agulha de pungdo ¢ colocada entre os espagos intervertebrais L3-L4 ou L4-
L5 até o espago subaracnoide para a coleta de um volume de liquor que varia de 6 a 8
ml para analise completa. Deve-se fazer a coleta em dois tubos assépticos e encaminha-
los rapidamente ao laboratério para andlise. Podem ser realizados: manometria,
avaliacdo do aspecto, citologia, exame quimico, bacterioscopia, cultura, teste do latex,
ELISA, Contraimunoeletroforese cruzada (CIE), Radioimunoensaio (RIE),
Imunofluorescéncia, teste do lactato, quantificagdo das bactérias, determinagdo de
enzimas, pesquisa gendmica (PCR).

Quando a pressdao do liquor ¢ alta somente um pequeno volume ¢
retirado para evitar a queda rapida da pressio intracraniana.'>*

Como rotina, no nosso servigo, so retirados 2 ml de liquor. O liquido
¢ colocado em dois frascos estéreis e encaminhado ao laboratério para andlise
bioquimica, citologica, bacterioscopica e cultural, o que deve ser feito nos primeiros 30
minutos apds a coleta, para que ndo haja alteracdo no resultado da mesma. A analise
laboratorial do liquor ¢ realizada por um técnico treinado em laboratério sob a
supervisdo de um hematologista ou de um bioquimico, que, durante a realiza¢do deste

estudo, desconheciam a realizagdo da pesquisa e/ou os resultados do teste da fita

reagente realizado pela autora.
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Concomitante a andalise laboratorial do liquor, este material foi
examinado através da fita reagente Multistix®. Para tal fim, uma gota de liquor era
colocada sobre cada reagente da fita, sendo necessarias trés gotas para a realizagdo do
teste.

Eram avaliadas as reagdes de glicose, leucdcitos e proteinas no liquor
através da fita reagente e comparadas a andlise laboratorial deste material em todas as
criangas submetidas ao exame de puncao lombar.

Sabendo-se que existe uma média de 8 a 9 amostras de liquor
coletadas por semana no hospital da PUCRS, estima-se que aproximadamente 130 a 180
amostras sdo obtidas durante o periodo de um ano, das 8 as 18 horas, de segunda a sexta
feira. Considerando-se uma perda em torno de 20% obtém-se em torno de 100 a 150

amostras, que foi considerada um numero suficiente para comparagao de resultados.

3.6- Medidas e instrumentos:

Para todas as criangas e adolescentes elegiveis para a pesquisa, foram
preenchidos protocolos onde constavam: nome, sexo, idade, registro, dados de
laboratorio e dados da fita reagente (Anexo 2), todos os dados foram preenchidos pela

autora do trabalho.
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3.7-Exame do liquido cefalorraquidiano

3.7.1- Laboratorio:

3.7.1.1- Exame Fisico e Citologico

O exame fisico e citologico do liquor ¢ realizado no setor de hematologia do
hospital da PUCRS.

O exame citolégico baseia-se na contagem de células com posterior
sedimentacao e coloragdo para obtengao da diferenciagao das mesmas.

O exame fisico consiste na avaliacdo do aspecto, cor, presenca ou auséncia
de sangue, presenga ou auséncia de coagulo. O aspecto varia de opalescente, turvo ou
sanguinolento. A cor pode ser classificada como incolor, levemente xantocromica,
xantocromica, levemente eritrocroOmica ou eritrocromica.

A contagem das células ¢ realizada em camara de Fuchs-Rosenthal (256
reticulos divididos em 16 quadrantes). Conta-se o numero de eritrocitos e leucdcitos
presentes em toda a camara e divide-os por 3 (capacidade da camara 3,2 ul). Em um
liquor com grande niimero de eritrocitos faz-se uma dilui¢do com solugdo salina para
contar as hemécias e uma diluicdo com liquido de Turk para contar os leucécitos, este
altimo hemolisa as hemécias facilitando a contagem dos leucécitos.'®

Coloca-se o material na camara de Fuchs-Rosenthal, aguarda-se 15 minutos

para a sedimentagdo espontanea e apds conta-se as células em microscopio.
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Atualmente a sedimentagdo espontanea foi substituida pela centrifugagdao. O
tempo de centrifugacdo ¢ de 10 minutos e a poténcia ¢ 6. Apds a secagem espontanea
cora-se com May-Griinwald-Giemsa para fazer a diferencia¢dao celular e realizar a
contagem de leucocitos.'™ '?

O numero médio de leucocitos no liquor ¢ inversamente proporcional a
idade do paciente e ¢ relativamente maior no periodo neonatal comparado com lactentes

de 4 a4 8 semanas.”” Na tabela a seguir sdo apresentados valores de referéncia de

leucocitos em criangas normais nas diferentes idades:

Tabela 4- variacao do niumero de células presentes no liquor em crian¢as normais

Leucocitos Média Variagéo
Prematuros 9 0-29
Rn 8,2 0-22
0-4 sem 11 0-50
4-8 sem 7 0-50
>6 sem 2,3 _

Modificado de: The Pediatric Infectious Disease Journal 1992

Em nosso estudo consideramos nimero de células alterado quando superior
a 10 células, ja que a média de células em criangas normais nas diferentes faixas etarias
varia de 2,3 a 9 células (tabela 1). Em um segundo momento consideramos a contagem

de 100 células como ponto de corte para diagnostico provavel de meningite, pois a
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maioria das meningites sejam elas virais ou bacterianas apresentam cerca de 100 a 1500

células.’

3.7.1.2-Glicose:

O exame de glicose no liquor ¢ realizado no servico de bioquimica do
Hospital da PUCRS. O aparelho utilizado para dosagem ¢ o Mega-Bayer e o teste
utilizado ¢ o Cinético UV Test Glicose (GLI-DH), onde a enzima glicose-desidrogenase
(Gli-DH) catalisa a oxidacao de glicose em D-gliconolactona e NADH. A quantidade de
NADH formada ¢ proporcional a concentracao de glicose.

O liquor deve ser analisado imediatamente ou centrifugado e congelado a -
18°C para evitar a glicolise. A contaminagao bacteriana também pode interferir no teste.
Os valores considerados normais encontrados no liquor sdo aproximadamente 60% dos
valores plasmaticos.'”’

A concentracdo de glicose no liquor depende da idade da crianca e ela ¢
relativamente menor em neonatos, devido a imaturidade nos mecanismos de troca nas
membranas plasmaticas e do aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica
nesta idade. Ela atinge concentragdes ditas “maduras”com 4 a 8 semanas apds o
nascimento. Sua concentragdo apresenta-se menor no liquor em relagdo ao plasma
porque a glicose nao se difunde através das membranas plasmaticas tdo facilmente

quanto faz na agua.”
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Os valores de glicose considerados alterados neste estudo foram valores
laboratoriais abaixo de 50mg/dl, j& que a concentracao de glicose no liquor de criangas

normais é cerca de 50% a 65% (2/3) dos valores da glicemia.””

3.7.1.3- Proteinas:

O teste de proteinas no liquor também ¢ realizado no servico de bioquimica
do Hospital da PUCRS e baseia-se no método de Fujita e Watanabe.'"!

O aparelho utilizado ¢ o Mega-Bayer, onde o vermelho de pyrogallol se
combina com o molibidato para formar um complexo vermelho. Este complexo reage
com as proteinas em solugdo 4cida para formar um complexo colorido azul-purpura. A
intensidade da cor medida a 600nm ¢ diretamente proporcional a concentragdo da
proteina da amostra. A presenca de sangue na amostra invalida os valores das proteinas,
pois a concentracdo de proteinas no sangue total ¢ aproximadamente 1000 vezes
superior a do liquor.''’

Os valores de proteina no liquor variam de acordo com a idade do paciente,
sendo maior ao nascimento devido ao aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, diminuindo com o passar das semanas de vida. Adquire-se um valor
constante, em torno de 20 4 45 mg/dl a partir de 4 4 8 semanas de vida.”

Consideramos como valores alterados de proteina, neste estudo, niveis
superiores a 45mg/dl na analise laboratorial, sendo este valor considerado a média de

proteinas encontrada em criangas normais, sem processo inflamatorio.
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Tabela S: variaciio no nimero de proteinas presentes no liquor de criancas normais

Proteinas (mg/dl) Média Variacio
Prematuro 115 65-150
Rn 90 20-170
0-4 sem 84 35-189
4-8 sem 59 19-121
>6 sem 28 20-45

Modificado de: The Pediatric Infectious Disease Journal 1992

3.7.1.4- Eritrocitos:

A contagem de eritrocitos ¢ realizada sob visualizagdo direta em
microscopia. Em relagcdo ao numero de eritrocitos presentes no liquor, quando superior a
500 eritrdcitos, considera-se acidente de pun¢do e quando superior a 1000, pungao

traumatica.

3.7.2- Fita Reagente:

O Multistix ¢ uma fita reagente normalmente utilizada para avaliacdo da
urina em seres humanos (figura 3.1). Ela ¢ usada para detectar leucdcitos na urina,
assim como nitritos, urobilinogénio, proteinas, PH, hemacias, cetona, bilirrubina e
glicose. E subdividida em dez porg¢des com diferentes cores onde a urina entra em

contato com um reagente especifico, modificando ou ndo a cor da fita. As fitas estdo
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prontas para utilizagdo uma vez removidas do frasco. Podem ser lidas visualmente, sem
necessidade de equipamento adicional.

Para obter resultados precisos a autora do trabalho se preocupou em seguir
algumas recomendacdes sugeridas pelo fabricante para que a interpretagdo da fita fosse
o mais fidedigna possivel: recolher uma amostra fresca de liquor; retirar uma fita do
frasco e fecha-lo imediatamente; retirar o excesso de liquor sobre a fita; ler a fita no
tempo recomendado para cada reagente para que as cores ndo se alterem; nao tocar nas
areas reagentes da fita e conserva-las em temperaturas inferiores a 30°C.

O frasco contém 100 fitas reagentes. Cada fita ¢ subdividida em 10 porcdes
diferentes. Foram utilizados neste trabalho os reagentes para leucocitos, proteina e
glicose. Existe uma escala de valores e cores proprias da fita que devem corresponder
aos valores laboratoriais.

No reagente para glicose colocou-se uma gota de liquor sobre a fita e
observou-se a cor produzida. A fita varia do negativo, que se apresenta como azul claro,
ao reator forte, que se apresenta como marrom escuro. Ela se subdivide em: negativo
para glicose, 100, 250, 500, 1000 e >2000, todos representados por cores diferentes.
Recomenda-se que a fita seja lida aos 30 segundos para evitar a glicolise.

Os reagentes encontrados para glicose consistem de glicose-oxidase 16,3%,
peroxidase 0,6%, iodeto de potédssio 7%, tampdo 60,7% e excipientes inertes 15,4% que
reagem com a glicose modificando a cor da fita. O acido ascérbico em concentragdes
superiores a 2,84 mmol/l pode causar falso positivo em amostras com pequenas
quantidades de glicose (4-7 mmol/l) e a presenca de corpos cetonicos reduz a

sensibilidade do teste.
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Algumas cores mudam para tons mais intensos durante um curto periodo de
tempo, para em seguida perder a intensidade; portanto as mudancas de cor que ocorrem
depois de dois minutos, ndo tém valor diagnostico.

Em nosso estudo, consideramos positivo para glicose quando a fita produziu
uma cor correspondente a 100, 250, 500, 1000 ou >2000mg/dl, e negativo quando a fita
produziu uma cor correspondente a 0. O resultado positivo foi denominado teste “reator
forte” e o resultado negativo “reator fraco”.

No que confere as proteinas, recomenda-se que a leitura seja feita aos 50
segundos. As proteinas variam conforme apresentacdo na fita reagente, do negativo para
proteinas, que se apresenta como amarelo claro, a 2000, que ¢ verde escuro. Ela
subdivide-se em negativo para proteinas, tragos de proteinas, 30 ou 1 cruz (+), 100 ou 2
cruzes (++), 300 ou 3 cruzes (+++) e >2000 ou 4 cruzes (++++). Estes valores também
sao representados por cores diferentes.

Azul de tetrabromotenol (0,3%) ¢ o reagente encontrado na fita que entra
em contato com as proteinas do liquor modificando a cor da fita, além de tampao (97,3)
e excipientes inertes (2,4%). A érea reativa da fita ¢ mais sensivel a albumina que a
outras proteinas, como as globulinas, hemoglobinas e mucoproteinas. Substincias
alcalinas, altamente tamponadas podem provocar resultados falso positivos.

Foi considerado, em nosso estudo, negativo para proteinas quando a fita
reagente produziu uma cor correspondente a negativo para proteinas, tragos de proteinas
e 30. Quando a fita demonstrou uma cor correspondente a 100, 300 e 2000 o teste foi
considerado positivo para proteinas. O teste positivo para proteinas foi denominado de

teste “reator forte” e o teste negativo de “reator fraco”.
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Aos dois minutos, recomenda-se que seja realizada a leitura das células, que
variam do negativo, representado por um bege, a 2000, representado pela cor violeta. As
células variam conforme a apresentacdo na fita reagente em: negativo para células,
tragos de células, baixo nimero de células ou 1 cruz (+), moderado nimero de células
ou 2 cruzes (++) e alto nimero de células ou 3 cruzes (+++).

Os reagentes encontrados na fita sdo: éster derivado de aminoacido pirrolico
(0,4%), sal de diazonio (0,2%), tampao (40,9%), excipientes inertes (58,5%). As altas
concentracdes de glicose podem alterar o resultado do teste uma vez que diminuem a
reatividade. Niveis altos de farmacos podem provocar reacdes falso-negativas.''?
Qualquer substancia que produza cor, pode mascarar a reagdo ¢ a interpretacao da
prova.

Neste estudo foi considerado positivo para células quando a fita reagente
produziu uma cor correspondente a 2(++) ou 3(+++) e negativo para células quando a
fita produziu uma cor correspondente a negativo para células, tragos ou 1(+).O teste

positivo foi denominado “reator forte” e o teste negativo “reator fraco”.
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[

Figura 3- Fita reagente Multistix do laboratorio Bayer

3.8- Aspectos éticos:

O protocolo da presente investigagdo foi previamente aprovado pelas
Comissdes Cientificas e de Etica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Consideramos este estudo como sendo de muito baixo risco em razao de: (a)
o procedimento de pun¢do lombar realizado nos pacientes em estudo ndo foi motivado
pelo estudo, ele foi indicado pelo médico plantonista do hospital; (b) a coleta das

amostras de liquor para a andlise com a fita regente Multistix ndo representou uma
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coleta extra; (c) o volume de liquor utilizado nao foi adicional ao coletado; (d) os dados
obtidos com a pesquisa nao interferiram na privacidade do paciente.

Os pais dos candidatos a participar da investigagao foram detalhadamente
informados acerca da metodologia, da inexisténcia de riscos ou prejuizos para os
pacientes e quanto ao aspecto sigiloso. Depois de esgotadas todas as duvidas e, no caso
de concordarem que seu filho fosse incluido no estudo, os pais ou responsaveis
deveriam firmar o termo de consentimento pés-informado (Anexo 1).

Neste estudo, os autores atenderam as determinagdes estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Satide, na resolugdo 196/6, capitulos III - “Aspectos Eticos da
Pesquisa em Seres Humanos”, IV - “Consentimento Livre e Esclarecido”, V - “Riscos e

beneficios”, VI - “Protocolo de Pesquisa” e VII - “Comité de Etica em Pesquisa”.

3.9- Aspectos estatisticos:

Os dados da pesquisa foram armazenados em banco de dados
especificamente programado para este fim, utilizando o programa Excel, versao 7.0,
para Windows 98 (Microsoft).

As varidveis numéricas com distribui¢do normal foram expressas através de
médias e desvios-padrdo (= DP) e aquelas com distribuicdo assimétrica através da
mediana e amplitude. As varidveis categoricas foram expressas em percentagem (%) ou

sob a forma descritiva.
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Com o objetivo de avaliar a acuracia da fita reagente e a sua capacidade de
fazer o diagndstico de meningite foram calculados a sensibilidade, a especificidade, o
valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo.

A sensibilidade ¢ definida como a proporcao de individuos com uma doenca
que tem um teste positivo para a doenca.'’ Um teste sensivel raramente deixa de
detectar pessoas definidas como doentes e, por isso, ¢ util nas fases iniciais de um
processo diagnéstico quando um grande numero de possibilidades esta sendo
considerada. Este é um teste de triagem em investigagio diagnostica.''* Embora
sensibilidade seja um termo usado com freqiiéncia, alguns autores preferem a expressao
“PiD” (Positivity in Disease) e outros de “TP rate” (true positive rate) para expressar
esta idéia.

Por outro lado, a especificidade ¢ a propor¢ao de individuos sem a doenga e
que tem um teste negativo. Testes especificos sdao Uteis para excluir um diagnostico
sugerido, pois ele ¢ raramente positivo na auséncia de doenga, ndo dando resultados
falso-positivos. Um teste especifico raramente classificard erroneamente pessoas sadias

114
em doentes.

Pode ser denominado também, por alguns autores em “NiH rate”
(Negativity in Health) e “TN rate” (The true negative rate).

Sensibilidade e especificidade podem ser calculados pela andlise vertical de

uma tabela de contingéncia do tipo 2x2 disposta da seguinte maneira:
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Tabela 6: Calculo da sensibilidade e especificidade

Desfecho Desfecho

positivo negativo
Fator em Valor
estudo A b Preditivo
positivo positivo
Fator em Valor
estudo C d Preditivo
negativo negativo

Sensibilidade Especificidade

a/atc D/b+d

Retirado de: Clinical Epidemiology A Basic Science for Clinical Medicine, 2 ° Edition

Para explicar melhor o célculo da sensibilidade e especificidade de um teste
diagnostico utilizamos um exemplo retirado de um livro de epidemiologia que ¢ a
resposta ao questionamento: O uso da CPK (creatinoquinase), que ¢ um exame de
laboratério, pode ajudar no diagnostico de infarto agudo do miocardio (IAM) em
pacientes que internam hospital com suspeita clinica?

Para responder esta pergunta, o autor do trabalho selecionou todos os
pacientes em estudo e separou os que realmente apresentaram IAM dos que ndo
apresentaram [AM, através de um exame padrdo-ouro para a detec¢do da mesma. Apos,

realizou o teste em pesquisa e separou os positivos dos negativos, da seguinte maneira:
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Tabela 7: Calculo da sensibilidade e especificidade da CPK no IAM

IAM S/ 1AM
Teste 215 (a) 16 (b) A+b
positivo 231
CPK
Teste 15 (¢) 114 (d) C+d
negativo 129
CPK
230 130 a+b+c+d
Sensibilidade Especificidade 360
a/a+c=93% d/b+d=88%

Retirado de: Clinical Epidemiology A Basic Science for Clinical Medicine, 2 ° Edition

Fizeram parte do estudo 360 pacientes. O numero total de pacientes com a
doenca (IAM) apesar do seu teste de CPK ser positivo ou negativo foi de 230 e o
numero total de pacientes sem IAM foi de 130. Dos 360 pacientes, 231 tiveram um teste
de CPK positivo e 129 tiveram um teste de CPK negativo.

A sensibilidade pode ser calculada através da seguinte formula: a / at+c, ou
seja, dos 230 pacientes acometidos pela doenga que ¢ ( at+c) 215 tiveram uma CPK
positiva. Desta maneira 215/230=0,93 ou 93% ¢ a sensibilidade do teste CPK. Por outro
lado a especificidade pode ser calculada através da férmula: d / b+d, ou seja, dos 130
pacientes sem a doenca que ¢ (b+d) apenas 16 apresentaram uma CPK positiva. Deste
modo 114/130= 0,88= 88% que ¢ a especificidade do teste.'"

Como assinalado anteriormente, a sensibilidade e a especificidade sdo

propriedades de um teste, que sdo levadas em conta ao tomar uma decisdo sobre pedir
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ou ndo um exame diagnostico. Mas se o diagnoéstico ja ¢ conhecido, ndo € necessario
solicitar um teste diagnostico, o dilema ¢ determinar se o paciente tem ou ndo a doenga,
dados os resultados de um teste. A probabilidade de doenca dados os resultados de um
teste ¢ chamada de valor preditivo do teste.'"

O valor preditivo positivo ¢ a propor¢ao de doentes entre os considerados
positivos ao teste e o valor preditivo negativo € a propor¢ao de sadios entre os negativos

ao teste, conforme a tabela abaixo.'*

Tabela 8- Calculo do valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) da

CPK no IAM
IAM S/ 1AM

Teste 231

positivo 215 (a) 16 (b) VPP=a/a+b
CPK 215/231=93%
Teste 129

negativo 15 (¢) 114 (d) VPN=d/c+d
CPK 114/129=88%

Retirado de: Clinical Epidemiology A Basic Science for Clinical Medicine, 2 ° Edition

Sensibilidade e especificidade sdo propriedades inerentes ao teste e ndo
variam substancialmente, a ndo ser por mudancas na técnica ou por erros na sua
aplicagdo. O mesmo ndo ocorre com os valores preditivos do teste, que dependem da

A . 114 N . . ~ ..
prevaléncia do evento.” © Em conseqiiéncia, a interpretagdo do valor preditivo deve ser

cuidadosa. Trata-se de uma questdo de probabilidade, e ndo de certeza, em que
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assumem papel crucial, ndo somente a sensibilidade e a especificidade do teste, mas
também a prevaléncia do agravo a saude no segmento populacional de onde vieram os
pacientes.'

Por exemplo, se o teste da CPK fosse aplicado a um numero maior de
pacientes, ndo somente nos casos suspeitos de IAM, mas também em todos os pacientes
admitidos no hospital, a sensibilidade e a especificidade ficariam inalteradas mas o VPP
e o VPN iriam alterar, pois ocorreu uma alteracao na prevaléncia da doenga, conforme

evidente na tabela abaixo:

Tabela 9: Calculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor

preditivo negativo

IAM S/ 1AM
Teste 463
positivo 215 (a) 248 (b) VPP=a/a+b
CPK 215/463=46%
Teste 1837
Negativo 15 (¢) 1822 (d) VPN=d/c+d
CPK 1822/1837=99%
230 2070 Prevaléncia
Sensibilidade Especificidade at+c/a+b+c+d=100%
a/a+c=93% d/b+d=88%

Retirado de: Clinical Epidemiology A Basic Science for Clinical Medicine, 2 ° Edition

Observando as tabelas acima podemos constatar que o valor predidivo
positivo (VPP) diminui a medida que diminui a prevaléncia da doenga e o valor
preditivo negativo (VPN) aumenta. Isto ocorre porque o valor preditivo positivo € a
prevaléncia de doenca entre os pacientes com um teste positivo.'”” E por isso que, neste

estudo, foi dada preferéncia a sensibilidade e especificidade do teste da fita reagente ao
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invés do VPP e VPN porque a prevaléncia da doenca em pesquisa que causa as
alteragoes liquoricas ¢ baixa.

Um gréafico que desenha a sensibilidade e especificidade de um teste
diagnostico com diferentes pontos de corte deste teste ¢ chamado de curva ROC
(receiver operator characteristic). A curva ROC para o teste da CPK do exemplo

anterior ¢ apresentada abaixo:

SPECIFICITY

100 80 80 70 60 60 40 30 .20 .10 0
1.00 L L L

90 280
.80
.70
.60
50—
2280

40—

.30

TRUE POSITIVE RATE (sensitivity)

.20

0 T T T T T T T T T
0 0 20 30 40 50 60 70 80 80 1.00

FALSE POSITIVE RATE

Figura 4- Curva ROC para valores de CK no IAM

A figura 4 mostra diferentes pontos de corte para valores de CK no infarto
agudo do miocardio. O melhor ponto de corte da CK ¢ > 80, pois apresenta-se no canto

superior esquerdo da curva.

A curva ROC ¢ construida com a taxa de verdadeiro-positivos
(sensibilidade) contra a taxa de falso-positivos (especificidade) ao longo de uma faixa
de pontos de corte. Os valores nos eixos vao de uma probabilidade de 0 a 1,0 ( ou,

alternativamente, de 0 a 100%).113
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Testes de bom poder discriminatério concentram-se no canto superior
esquerdo da curva ROC; para eles, a medida em que a sensibilidade aumenta
(diminuicao do ponto de corte), ha pouca ou nenhuma perda na especificidade, até que
niveis altos de sensibilidade sejam alcangados. Testes de menor poder discriminatorio
tém curvas mais proximas a diagonal que vai da esquerda inferior a direita superior.'"*

A acuracia global de um teste pode ser descrita como a area sob a curva
ROC; quanto maior a area, melhor o teste.

A figura 5 compara a curva ROC de dois questionarios usados no
rastreamento de alcolismo em pacientes idosos — o CAGE e¢ o MAST (Michigan
Alcoholism Screening Test). O CAGE ¢ mais sensivel e mais especifico que o MAST e

produz uma area sob a curva bem maior.

100

90 - CAGE

70 -
MAST
60 |
50

40

SENSIBILIDADE

30
20 -
10 -

o T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1-ESPECIFICIDADE

Figura 5- Curvas ROC para os questioniarios CAGE e MAST em pacientes idosos com

e sem alcoolismo:
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3.10- Custos:

Deve-se ressaltar que nao houve custos com o uso da fita reagente
Multistix® na qual foi doada pelo laboratério Bayer. Cada embalagem contém 125 fitas
no custo de R$ 89,00 com uma média de R$0,70 cada fita. Gastos extras com Xerox,
papel, tinta para impressora e busca de artigos internacionais foram arcados pelo proprio

pesquisador.




Resultados

4-RESULTADOS:

4.1-Dados gerais de caracterizacdo da amostra:

No periodo de abril de 2000 a setembro de 2001, foram coletados 343
amostras de liquor de pacientes entre 0 a 18 anos de idade que compareceram a
emergéncia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e que necessitaram do exame de pungao
lombar. Deste total, 146 preenchiam os critérios de inclusdo em nosso estudo, de coletas
diurnas, das 8:00 as 18:00 horas de segunda a sexta-feira .

Das 146 amostras, 10(7%) foram perdidos pela impossibilidade de leitura
adequada da fita reagente. Em trés casos ocorreu a contaminagdo da fita por agua, que
altera a leitura da mesma. Nos outros sete casos ocorreu divida quanto a leitura da fita
no que confere a tonalidade de cores dos reagentes da fita ou ndo foram encontrados os
dados laboratoriais para posterior comparagdes dos resultados.

O presente estudo desenvolveu-se com as 136 amostras de liquor. Destas, 71

pertenciam a pacientes do sexo feminino (52%). A idade variou de 0 a 18 anos com uma
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média de 3,05 + 3,7 anos de idade, sendo que 19 pacientes (13,9%) apresentaram entre

0 e 28 dias de vida (tabela 10).

4.2- Analise Laboratorial do liquido céfalo-raquidiano:

Em 84 casos (61,8%) a analise laboratorial do liquido céfalo-raquidiano foi
considerada normal (nimero de células inferior ou igual a 10) e em 52 (38,2%)
considerada alterada (niimero de células superior a 10). Das 84 amostras considerados
normais, a média de células encontrada foi de 3,48 + 2,8 ¢ nas 52 amostras alteradas, a
média de células encontrada foi de 811,5 £2277 (p=0,001).

Das 52 amostras definidas como alteradas na analise laboratorial, 11( 21%)
apresentaram diagndstico de meningite bacteriana confirmado por cultura de liquor
positiva para bactéria. Destas, 6 foram ocasionadas pelo S. pneumonie, 3 pelo H.
influenzae e 2 pela N. meningitidis.

Em 18% das amostras ocorreu acidente de puncdo e 14,7% puncdo

traumatica, conforme tabela 10:
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Tabela 10- Caracteristicas das 136 amostras de liquor cefalorraquidino analisadas no

estudo

Valores
Elegiveis: 146
Perdas: n (%) 10 (7)
Género: masc : fem 1:1,09
Idade: média em anos (+dp) 3,05 £3,69
Celularidade < a 10 células n (%) 84 (62)
Celularidade > 10 células n (%) 52 (38)
Acidente de puncio n (%) 25 (18)
Meningite bacteriana n(%) 11 (8)

Na andlise laboratorial, quanto a presenga de proteinas no liquor,

observou-se que 66 (48,5%) amostras apresentaram niimero de superior a 45mg/dl. A

média de proteinas encontrada nestas amostras foi de 153,8 £ 212. Por outro lado 70

(51,4%) amostras apresentaram nimero de proteinas inferiores a 45mg/dl, considerados

como normais. A média de proteinas encontrada foi de 25,8 + 9,3, conforme tabela 11.

Tabela 11- valores médios de proteina no liquor das 136 amostras através da

analise laboratorial

Mg/dl N (%) Meédia(dp)
Proteina >45mg/dl n(%) 66 (48,5) [153,7 (£212,6) *
Proteina <45mg/dl n(%) 70 (51,4) 25,8 (#9,32)

* p< 0,05 (teste t Student)
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Em relacdo a glicorraquia, 44 (32,3%) amostras foram consideradas
alteradas (glicorraquia inferior a 50) e a média de glicose encontrada nestas amostras foi
de 36,7 + 14,8, enquanto que 92 (67,6%) apresentaram niveis de glicorraquia superiores
a 50, considerados como normais. A média de glicose encontrada nestes liquores foi de

65,2 + 12,4, conforme tabela abaixo:

Tabela 12- valores médios de glicose no liquor das 136 amostras através da analise

laboratorial

N (%) |Média (dp)

Glicose >50mg/dl n (%) |92 (67,6) [65.2 (£12,4) *

Glicose <50mg/dl n (%) |44(32,3) [36,7 (+14,8)

*p < 0,05 (teste t Student)

4.3- Analise do liquor céfalo-raquidiano através da fita reagente:

4.3.1-Celularidade:

Na anélise da celularidade através da fita reagente foram interpretadas como
negativas 111 (81,6%) amostras e como alteradas 25 (18,4%).

Quando comparamos o desempenho da fita reagente em detectar alteragdes
na celularidade com os dados obtidos no laboratorio, utilizando o ponto de corte de 10
células, observamos que das 52 amostras que apresentaram mais de 10 células, 25

(48%) foram interpretadas como reator forte segundo anélise com a fita reagente e 27
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(51,9%) como reator fraco ou negativo. A sensibilidade da fita reagente foi de apenas
48% para determinar um aumento na celularidade do liquor superior a 10 células.

Das 84 amostras que apresentaram numero de células igual ou inferior a 10,
segundo analise laboratorial, a fita reagente foi reator fraco em sua totalidade de casos,

apresentando uma especificidade de 100%, conforme tabela 13:

Tabela 13- Acuracia da fita reagente em detectar alteracdes na celularidade liquérica tendo
como ponto de corte 10 células

Fita reagente > 10cel <10cel
Reator forte 25 0
Reator fraco 27 84

VPP=100%, VPN=76%, sensibilidade=48% e especificidade=100%

Ao adotarmos um ponto de corte de 100 células para definir meningite,
observamos que 28 amostras apresentaram numero de células superior a 100 na anélise
laboratorial e 108 apresentaram igual ou inferior a 100 células. Das 28 amostras
alteradas, 21(75%) foram consideradas reator forte através da andlise com a fita
reagente e 7 (25%) considerados como reator fraco ou negativos, apresentando uma
sensibilidade de 76% conforme tabela 15.

Das 108 (81,2%) amostras que apresentaram niimero de células igual ou
inferior a 100 células, 104 (81%) foram consideradas reator fraco pela fita reagente e
apenas 4 (3%) reator forte, apresentando uma especificidade de 96%, conforme tabela

14:
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Tabela 14: Acuriacia da fita reagente em detectar alteracdes na celularidade liquodrica tendo
como ponto de corte 100 células

Fita reagente >100cel <100cel
Reator forte 21 4
Reator fraco 7 104

VPP=84%, VPN=93%, sensibilidade=76% e especificidade=96%

4.3.2-Proteinas:

Ao adotar um ponto de corte de 45mg/dl no valor protéico do liquor,
podemos constatar que 66 (48,5%) amostras apresentaram nimero de proteinas superior
a 45mg/dl (alterados segundo a defini¢do proposta) e 70 (51,5%) apresentaram numero
de proteinas inferior ou igual a 45mg/dl (negativos).

Das 66 amostras consideradas alteradas, 54 (81,8%) apresentaram reator
forte segundo andlise com a fita reagente e 12 (18,2%) reator fraco. A fita apresentou
uma sensibilidade de 80% para determinar alteracao protéica no liquor.

Das 70 amostras considerados nao alteradas, segundo anélise laboratorial,
57 (81,4%) ndo apresentaram alteragdes, segundo andlise com a fita reagente, e 13
(18,6%) apresentaram-se alteradas. A fita reagente apresentou uma especificidade de

81%, conforme tabela abaixo:
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Tabela 15: Acuracia da fita reagente em determinar alteracdes nas proteinas liquéricas tendo

um ponto de corte de 45 mg/d.

Fita reagente >45prot <45prot
Reator forte 53 13
Reator fraco 13 57

VPP= 80%,VPN= 81%,sensibilidade=80% e especificidade=81%.

4.3.3-Glicose:

Ao adotarmos um ponte de corte de 50 no valor da glicose no liquor, 44
(32,3%) amostras apresentaram niveis de glicose inferior ou igual a 50mg/dl e 92
(67,6%) amostras apresentaram niveis de glicose superior a 50mg/dl na andlise
laboratorial.

Na anélise do liquor com a fita reagente foram encontrados 129 (94,8%)
amostras onde a leitura da fita apresentou reator forte e 7 (5%) amostras onde a leitura
da fita apresentou reator fraco. Das 44 amostras consideradas alteradas segundo analise
laboratorial, 7(15,9%) foram lidas como reator fraco pela fita reagente e 37(84%) como
reator forte. A sensibilidade da fita reagente foi de 16% para a detecg¢do de glicose e a

especificidade 100%, conforme evidenciado na tabela 16:

Tabela 16- Acuracia da fita reagente em determinar alteracoes de glicose no liquor tendo um
ponto de corte de 50

Fita reagente | <SOglic >50glic
Reator fraco |7 0
Reator forte 37 92

VPP=71%,VPN=100%, sensibilidade=100% e especificidade=16%.
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4.4-Capacidade da fita reagente em detectar alteracdes liquoricas de

pacientes com meningite bacteriana confirmada por cultura:

Foram detectados 11 amostras com meningite bacteriana confirmada pela

cultura positiva do liquor.

4.4.1- Analise laboratorial:

Dentre os casos de meningite bacteriana confirmados pela cultura positiva
do liquor, a média de células encontrada no laboratério foi de 3115 + 4328 e nenhum
liquor com mais de 500 eritrocitos, isto ¢, sem acidente de pun¢ao. Referente ao niumero
de proteinas nestes liquores a média encontrada foi de 375+ 276, nenhum apresentou
numero de proteinas inferior ou igual a 45mg/dl. Na andlise da glicose a média

encontrada foi de 26,9 + 27,2.

4.4.2- Analise com a fita reagente:

A fita reagente detectou todos as 11 amostras (100%) como reator forte para
células, a sensibilidade encontrada foi de100% e seu valor preditivo positivo também de
100%. A capacidade que a fita reagente teve em detectar alteracdo liquorica e de fazer
diagnostico entre as amostras definidas como meningite bacteriana foi de 100%.

De acordo com o nimero de proteinas, todos as 11 (100%) amostras foram

consideradas reator forte ou alteradas e nenhuma reator fraco. Para proteinas a fita
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reagente também apresentou uma sensibilidade de 100% e um valor preditivo positivo
de 100%.

Sete (63,6%) amostras apresentaram reator fraco para glicose na andlise
com a fita reagente e 4 (36,3%) amostras reator forte. A fita reagente apresentou uma

sensibilidade e especificidade muito baixas neste teste.

4.5- Construcio da curva ROC( receiver operator characteristic)

Com os valores obtidos da sensibilidade e especificidade de cada reagente
da fita Multistix em teste construimos diferentes curvas ROC. No eixo das ordenadas
dispomos de valores de especificidade que vdao de 0 a 1, ou, de 0 a 100% e no eixo das
abscissas dispomos de valores de sensibilidade que também variam de 0 a 100%. Ao
longo da curva analisamos diferentes pontos de corte.

Com o objetivo de avaliarmos o reagente para células na fita, construimos a
primeira curva ROC, considerando meningite como numero de células igual ou
superiores & 100mg/dl no laboratorio.

Analisando as tabelas e o grafico abaixo podemos observar que o melhor
ponto de corte para células na fita reagente foi de 3+ para o diagnostico de meningite,
pois apresentou a melhor sensibilidade e especificidade. A sensibilidade encontrada foi

de 100% e a especificidade de 99,2%.
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Tabela 17- Pacientes com e sem doenca segundo a presenca de células na fita reagente

Multistix Com doenga Sem doenca
0 0 74
1+ 0 37
2+ 0 13
3+ 11 1

Tabela 18- Valores de sensibilidade e especificidade para valores de células encontrados na
fita reagente

Multistix Sensibilidade % Especificidade %
0 100 0,0

1+ 100 59,2

2+ 100 88,8

3+ 100 99,2
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Figura 6- Curva ROC dos valores de células para diagnostico de Meningite considerando

>100 células

A por¢ao mais a esquerda e superior da curva que corresponde a 3+ de
células ¢ o melhor ponto de corte para células quando o objetivo ¢ fazer diagnostico de
meningite pela fita reagente, apresentando uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de 99,2%.

Quando mudamos o padrdao-ouro no diagndstico de meningite, ou seja,
quando consideramos meningite como sendo cultura positiva de bactéria no liquor,
analisamos novamente como se comportou a fita reagente. Em relacdo as células o

melhor ponto de corte pode ser observado na curva abaixo:
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Figura 7- Curva ROC para os valores de células no diagnéstico de Meningite com cultura

positiva

A porgdo mais a esquerda e superior da curva corresponde a 2+ de células
que ¢ o melhor ponto de corte para diagnostico de meningite pela fita reagente,
apresentando uma sensibilidade 75% de e uma especificidade de 96,3%.

Quando utilizamos separadamente proteinas ou glicose para diagnostico de
meningite com cultura positiva estas tem pouco ou nenhum valor quando comparado a
c€lulas, por isso também ndo pesquisamos o melhor ponto de corte para este

diagnostico.
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5- DISCUSSAO:

A racionalizagdo de recursos na area médica tem sido uma preocupacio
constante nos discursos relativos a implementagdo de politicas de satide. No entanto,
apesar da necessidade de reducdo de custos, a pratica clinica cotidiana costuma ser
assoberbada por inovagdes tecnologicas que, utilizadas de forma aleatoria, muitas vezes
confundem a conduta a ser implementada.

A busca de estratégias diagnosticas, baseadas nas caracteristicas da
populacdo em estudo, tem tomado o lugar de formulas universais, muitas vezes caras e
ineficazes, se nao utilizadas de forma racional.'"

Em relagdo ao diagnostico diferencial das meningites, observamos que
varias sao as tentativas para separar os quadros de meningites piogénicas das assépticas
e tuberculosas. Moosa e colaboradores, no Kwait, ja utilizaram fitas reagentes (Combur
9), usualmente preconizadas para detec¢do de leucocitos, proteinas e glicose na urina,

para o diagnostico diferencial entre meningites piogénicas e assépticas. Outros autores

propuseram a analise da proteina C-reativa no liquor com o objetivo de fazer este
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diagnostico diferencial > ou a elevagdo de citocinas como indicativo de meningite
bacteriana aguda.''” ''®

A busca de preditores clinicos e de parametros liquéricos simples tém sido
uma preocupacdo de varios autores. Rodewal e colaboradores observaram que a
celularidade menor de 6 apresenta uma sensibilidade de 98,4%, uma especificidade de
75% e um valor preditivo negativo de 99,9% para excluir meningites piogénicas na
cidade de Nova Yorque.'"”

O teste ideal para definicdo da etiologia bacteriana da infecgdo meningea
deveria apresentar sensibilidade proxima a 100% significando que ndo deixaria de
identificar nenhum caso desta doenga que, se diagnosticada precocemente, pode ter
recuperagdo ¢ melhor progndstico evolutivo. Nem mesmo a citobioquimica liquorica
(citometria, citologia, glicose e proteinas) identifica todos os casos, devendo ser
analisada em conjunto com o quadro clinico-evolutivo e outros exames laboratoriais
complementares.'?

Testes rapidos, que permitam decidir ainda na beira do leito, o inicio ou nao
da antibioticoterapia, devem ser estimulados. Este foi o objetivo desta investigacdo ao
estudar o emprego de método extremamente simples de se testar a sua capacidade
preditiva. Embora a pesquisa de antigeno seja amplamente divulgada devido a sua alta
sensibilidade e de execucdo rdpida, depende de técnica confidvel e de recursos nio
disponiveis em muitos locais.'”*® O emprego de fitas reagentes como procedimento de
rotina poderia constituir um método auxiliar Util para a detec¢do precoce de alteragdes

liquoéricas, especialmente em casos de dificuldade de obteng¢do de volume de liquor




Discussdo 70

suficiente ou na decisao rapida de uma conduta, como por exemplo, o isolamento de um

paciente ou o inicio da antibioticoterapia.

5.1- Delineamento do estudo

A escolha do delineamento de uma pesquisa baseia-se em uma série de
fatores, tais como a freqiiéncia e dimensdo do evento a ser avaliado, a possibilidade de
reproduzi-lo experimentalmente, a capacidade de mensura-lo, os aspectos morais, €ticos
legais e financeiros, assim como as facilidades e/ou limitagdes operacionais. Tendo em
mente tais limitagdes, o pesquisador deverd sempre optar pelo delineamento que lhe dé
maior seguranga para aceitar ou negar a hipdtese que estd sendo avaliada em
pesquisa.'!

Neste estudo, pretendiamos testar a hipdtese de que a fita reagente
Multistix® ¢ capaz de detectar alteragdes de células, proteinas e glicose encontradas no
liquor de maneira rapida e segura como os métodos utilizados atualmente. Dentre as
opcdes disponiveis para testar a hipotese, optamos por realizar um estudo transversal,
prospectivo, por considera-lo como o mais adequado e o que melhor atende aos
objetivos propostos.

A exemplo de outros estudos, o estudo transversal também pode ser
prejudicado e questionado, em razdo da presenga de erros sistematicos ou vicios. Estes
erros sistematicos sdo definidos como distor¢des incluidas na pesquisa, por falta de
cuidado do pesquisador, que afetam as comparagdes e resultados. Basicamente, os

, o . A 121,122,123
vicios dos trabalhos cientificos poderiam ser agrupados em trés grandes grupos. =~
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(a) vicio de selecdo - ocorre por problemas de recrutamento, quer seja por
critérios de selecdo inadequados, ou por perda exagerada de individuos. Para evitar tais
vicios, ¢ recomendavel que se adotem critérios de inclusdo e exclusdo rigidos e bem
definidos. Porém, na tentativa de incorrer nesse erro, o pesquisador acaba se
defrontando com um novo impasse: o dilema do tamanho da amostra versus o seu poder
estatistico. Ao adotar critérios de selecdo extremamente rigidos, pode ocorrer o risco de
obter uma amostra muito pequena, ndo representativa da populacao e sem um poder
estatistico capaz de demonstrar o efeito desejado.

No presente estudo, optamos por trabalhar com uma amostra que fosse o
mais proximo possivel da populagdo e com um numero de participantes determinado
por um célculo amostral. Os critérios de inclusdo adotados permitiram que nossa
amostra apresentasse um numero suficiente de casos, composta por individuos de
diferentes idades, com e sem infec¢ao do sistema nervoso central. Os resultados obtidos
puderam ser extrapolados para a populagdo em geral, mesmo sendo a amostra composta
por pacientes provenientes unicamente do servigo de Pediatria do Hospital da PUCRS.
Portanto, pelos critérios adotados, a pesquisa ndo incorreu em vicio de sele¢do.

(b) vicio de aferi¢do- ocorre quando a coleta de informagdes ¢ realizada de
forma inadequada por ma-defini¢do, limitacdo técnica ou intervencdo (voluntaria ou
involuntaria). Este vicio de aferi¢do ¢ particularmente comum quando a forma de
avaliagdo ¢ realizada utilizando medidas ndo exatas, arbitradas de forma subjetiva e
especialmente e, se o investigador ou o paciente tem conhecimento da intervengdo no

momento da avaliagao.
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Em nosso estudo, mesmo considerando-se que o resultado em estudo ¢
dependente da interpretagdo do observador, esta avaliacdo foi realizada de forma
independente (“‘cegamento”), pois o pesquisador ndo tinha conhecimento do resultado
laboratorial (“padrao ouro” ou “desfecho”). Um outro fator que poderia representar
algum fator de confusdo neste estudo seria a existéncia de varios profissionais
realizando o mesmo teste, pois, a fita reagente apresenta uma variacao e subjetividade
da coloracdo que pode interferir na interpretacdo dos resultados, sendo necessario o
treinamento dos responsaveis pela leitura. Assim, na tentativa de manter a uniformidade
na interpretacdo dos resultados os autores optaram por apenas um investigador para
realizar esta mensuracao.

(c) vicio de confusdo - ocorre quando fatores externos podem explicar, em
parte ou totalmente, a relacdo entre o fator em estudo e o desfecho. Isto se aplica
particularmente em estudos longitudinais ou quando o intervalo entre a intervengao € o
desfecho ¢ muito longo, ou ainda, quando coexistem outras intervengdes ndo pareadas.
No nosso estudo a probabilidade que isto tenha acontecido € muito remota ou, nula, pois

se trata de um teste rapido realizado no instante da coleta do material.

5.2- Amostra submetida ao estudo

Atendendo aos objetivos de nossa pesquisa, definimos como populagdo do
estudo: criancas e adolescentes de 0 a 18 anos que foram submetidas ao exame de
puncdo lombar, internadas ou atendidas no servico de Pediatria do Hospital Sdo Lucas

da PUCRS. Dentre a amplitude desta amostra, podemos encontrar recém-nascidos,
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lactentes, pré-escolares, escolares e adolescentes. Diferentes patologias fazem parte da
amostra: criangas com suspeita de meningite, criangas que se submetem ao exame para
alivio de pressdo intracraniana, criangas que vao realizar procedimentos, como por
exemplo, a quimioterapia intra-tecal, criancas com doenca grave na qual o exame de
punc¢do lombar faz parte do protocolo de investigacao diagndstica.

Em funcao de este servigo receber pacientes referidos de outros locais e uma
parcela destes acometidos por doengas mais graves, o procedimento de puncao lombar ¢
realizado com uma maior freqiiéncia quando comparado a servigos nao terciarios. A
indicacdo e a realizacdo do exame de pun¢do lombar foi uma atribui¢do exclusiva do
chefe de plantdo da emergéncia do dia, sem a participagdo da autora do trabalho na
indicacdo ou realizacdo do exame, o que confere isencdo na selecdao de candidatos. A
autora do trabalho foi solicitada somente para o acompanhamento do exame cada vez
que este procedimento fosse realizado, sendo cega para a patologia clinica do paciente e
para o resultado laboratorial do liquor.

Sabendo-se que existe uma média de 8 a 9 amostras de liquor coletadas por
semana no hospital da PUCRS, durante o periodo diurno, cerca de 130 a 180 amostras
seriam obtidas durante o periodo de um ano das 8 as 18 horas de segunda a sexta feira.
Considerando-se uma perda aceitavel de até 20% obtém-se um volume ao redor de 100
a 150 amostras para serem alvo do presente estudo, que foi considerado um nimero
suficiente para comparacao de resultados.

Avaliou-se, entdo, a acuracia da fita reagente em determinar as alteragdes de
proteinas, leucécitos e glicose no liquor, calculando-se a sensibilidade e a especificidade

de cada reagente da fita Multistix®_ Para realizar este célculo, esperou-se que a amostra
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fosse composta de um numero razoavel de pacientes doentes (meningite) e sadios
(desfecho positivo e negativo).

Estimou-se que o numero de amostras de liquor alteradas fosse maior do
que a populacdo em geral, pois estas foram coletadas em hospital tercidrio, de referéncia
para patologias de mais alta complexidade. Baseado em avaliacdes internas, o
diagnostico de meningite realizado no laboratério do Hospital da PUCRS corresponde a
aproximadamente 20% das amostras enviadas ao laboratdrio, ou 30 casos para cada 150
amostras coletadas.

No presente estudo, foram obtidas 39 amostras com uma celularidade
superior a 100 células no liquor, e 97 amostras com ntimero de células inferior a 100.
Trinta e nove amostras alteradas correspondem a 29% do nimero total. Este numero
corresponde a uma parcela significativa da populacido com desfecho positivo
(meningite), com poder estatistico suficiente para calcular sensibilidade e

especificidade.

5.3- Resultados da fita reagente

5.3.1- Leucdcitos

Inicialmente, foi estabelecido pela autora do trabalho, um ponto de corte

para analise do liquido cefalorraquidiano de 10 células, para classificar as amostras em

alteradas e ndo alteradas. Este ponto de corte foi baseado na média do niimero de células
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encontradas em amostras de liquor cefalorraquidiano de pacientes normais entre 1 més a
18 anos de idade.”

Utilizando o ponto de corte de 10 células, avaliou-se a acurdcia da fita
reagente em detectar anormalidades no liquor, verificando uma baixa sensibilidade em
detectar alteracdo liquorica, de apenas 48%. Frente a estes resultados, somos obrigados
por concluir que a fita tem pouca utilidade se utilizada com o intuito de detectar
alteragdes minimas na celularidade liquérica, nao sendo 1til como teste de triagem nesta
situacao.

A baixa sensibilidade da fita em detectar pleocitose liquérica a partir de 10
células ocorre provavelmente devido a menor quantidade de soluto que entrara em
contato com um reagente especifico da fita modificando a tonalidade de cores dos
reagentes.'>>'2

E sabido que a fita Multistix® apresenta a capacidade de detectar cerca de 5
a 15 células em amostras de urina, segundo fabricante do produto, e este nimero pode
variar dependendo da variabilidade dos componentes da amostra em estudo.'>*'*’ Por
isso que uma amostra de liquor mais diluida, com um pequeno nimero de células, como
sdo as 10 células analisadas na pesquisa ndo apresenta uma rea¢ao boa na fita reagente.

Alguns autores, em estudos que procuram encontrar a sensibilidade de fitas
reagentes em detectar células na urina, encontram bons resultados, com sensibilidades

124, 125

proximas a 100%, outros nao. Estes achados de alta sensibilidade estdo sempre

relacionados com amostras que apresentam nuimero de leucocitos superior a 100.000

126

colonias por campo nas amostras. ~ Quando o niimero ¢ inferior a 100.000 células ou a

amostra ¢ proveniente de pacientes assintomaticos com baixo numero de células, a




Discussdao 76

sensibilidade da fita reduz, ndo servindo como teste de screening na detec¢ao de
infeccdo. Esta seria a explicagdo para a baixa positividade na detec¢ao de poucas células
no liquor de criangas observada em nosso estudo, mimetizando os resultados observados
nos testes urinarios.

Por outro lado quando adotamos um ponto de corte de 100 células para
definir meningite, a fita reagente elevou a sua sensibilidade para 78% mantendo uma
especificidade de 96% e um alto VPP e VPN. Estes valores conferem um bom poder de
triagem da fita reagente em detectar meningite quando esta ¢ conceituada como tendo
uma celularidade maior que 100 células.

Portanto, quanto menor o numero de células no liquor, menor o poder
diagnostico da fita. A capacidade da fita reagente em detectar alteragdes liquoricas
aumenta a medida que aumenta a pleocitose no liquor. Além disso, 100 células
correspondem ao melhor ponto de corte da mesma, com a maior sensibilidade e
especificidade, como pode ser observado através da analise da curva ROC apresentada
neste estudo.

Ao analisarmos a curva ROC, observamos que a fita reagente apresenta um
excelente ponto de corte para células quando o objetivo ¢ fazer diagnostico de
meningite. O ponto de corte de 3+ corresponde a sensibilidade de 100% e
especificidade de 99,2%. Todos os pacientes com mais de 100 células sdo detectados
pela fita reagente por 3+ de células no liquor. Além disso todos os 11 pacientes com
meningite bacteriana confirmada por cultura positiva de bactéria no liquor, apresentam

3+ de células na fita reagente.
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Portanto, quando realizarmos o exame de pun¢do lombar em um paciente e
este apresentar 3+ de células no liquor, segundo andlise com a fita reagente, isto
significa que o diagndstico de meningite ¢ presente em 99,2% dos casos e que muito
provavelmente a etiologia seja ocasionada por bactérias.

A andlise destes resultados nos leva a considerar que: (a) a fita reagente nao
¢ util para diagnosticar todas as “potenciais meningites”, uma vez que a sensibilidade
em detectar amostras com mais de 10 células ¢ menor que 50%. Ou seja, a fita reagente
tem dificuldade em diagnosticar os casos iniciais de meningite, ja que estas vao
apresentar celularidade baixa no inicio da apresentacdo clinica; (b) em torno de 80% dos
pacientes com mais de 100 células no liquor foram diagnosticados rapidamente pela fita
reagente. Ou seja, utilizando apenas a reagdo da estearase leucocitaria da fita, pode-se
diagnosticar no momento da retirada do liquor a absoluta maioria de pacientes com
diagnostico de meningite. (¢) mesmo apresentando esta alta taxa de sensibilidade e
especificidade, a avaliagdo laboratorial confirmatoria ainda se faz necessaria, pois trata-
se de investigagdo de uma doenca de alta gravidade como ¢é a meningite e valores
proximos de 20% de falsos negativos tem alta relevancia clinica.

A utilizagdo destes resultados na pratica médica confere na capacidade de
diagnosticar meningite em 80% dos casos, através da utilizagdo de apenas um reagente
da fita em teste. Em apenas dois minutos da realiza¢do do teste ¢ possivel saber quais
os pacientes apresentam diagndstico de meningite e, portanto, quais devem ser as
medidas terapéuticas adequadas para o paciente, reduzindo com isso, a morbi-
mortalidade da doenca. A utilidade deste teste ¢ principalmente pela rapidez que se

aplica a ele e pela pequena quantidade de liquor que requer, apenas uma gota.
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Dados semelhantes ja foram encontrados por outros autores que estudaram o
uso de fitas reagentes para o diagnostico de meningite. Moosa e colaboradores
encontraram uma sensibilidade de 97% ao utilizar em conjunto os leucdcitos, proteinas
e glicose da fita para a pesquisa deste diagnostico.'®

Molyneux e colaboradores analisaram 257 amostras de liquor em criangas,
comparando os achados do Multistix® com o padrdo ouro (bioquimica, gram e
cultural). Quando o liquor se encontrava-se turvo a especificidade e sensibilidade no
diagnodstico de meningite bacteriana foi de 100%, porém quando o liquor apresentava
aspecto claro, incolor, a sensibilidade e a especificidade do Multistix® para o
diagnéstico de meningite bacteriana foi de 33% e 83%, respectivamente.'

Os achados acima conferem com o que ja foi verificado anteriormente, onde
a sensibilidade da fita reagente aumenta a medida que aumenta a pleocitose do liquor.
Um liquor turvo apresentard numero de células superior em relagdo a um liquor
limpido, pois, o nimero de células ¢ de pelo menos 500 para turvar a amostra, por que a
sensibilidade do teste Multistix® ¢ maior. As amostras limpidas poderiam apresentar
um numero de células bastante baixo e isso explicar a baixa sensibilidade da fita. Neste
estudo, o autor ndo refere a média do nimero de células encontrada em cada grupo, no
de baixa sensibilidade e no de alta sensibilidade, por isso ndo ¢ possivel estabelecer um
ponto de corte referente ao nimero de células para as amostras limpidas e as turvas.

Recentemente, um grupo de pesquisadores em Belo Horizonte realizou
estudos semelhantes, utilizando fitas reagentes com o objetivo de determinar a utilidade
destas no diagndstico rapido de meningite bacteriana em criangas. Os autores

concluiram que ndo houve discordancia entre os dois métodos (laboratério e fita
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reagente) no diagnostico de meningite, reafirmando a utilidade destas fitas como um
recurso auxiliar no diagnéstico das infec¢des meningeas.''” Embora os autores ndo
apresentassem a sensibilidade e especificidade do método em pesquisa, foi possivel
realizar este céalculo através dos dados descritos no trabalho. Fles obtiveram uma
sensibilidade de 90% com o método e uma especificidade de 98%, o que confere os
melhores resultados ja encontrados com a utilizagao da fitas reagentes para a pesquisa
de alteragdes liquoricas compativeis com meningite. Estes resultados sdo possiveis
provavelmente pelo alto numero de amostras com diagnéstico de meningite bacteriana
encontradas no estudo e, conseqlientemente, com pleocitose aumentada. Das 154
amostras analisadas, 43 delas apresentaram diagndstico de meningite bacteriana
confirmadas por cultura positiva de liquor, além de 19 virdticas e 8 com alteragdes na
celularidade do liquor. Em torno de setenta amostras apresentaram cerca de 500 células

no liquor, conferindo a alta pleocitose encontrada em 45% delas.

5.3.2- Proteinas

Quando analisamos a acuricia da fita reagente em detectar proteinas no
liquor, adotamos um ponto de corte de 45mg/dl para classificar as amostras em normais
e alteradas, segundo a analise laboratorial. A fita apresentou uma sensibilidade de 80%
na deteccdo de alteragdo protéica no liquor e uma especificidade de 81%.

Isso significa que em torno de 80% dos pacientes com mais de 45 proteinas

no liquor sdo diagnosticados rapidamente pela fita reagente. Ou seja, utilizando apenas a
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reacdo do azul de tetrabromofenol da fita, pode-se detectar no momento da retirada do

liquor a absoluta maioria de pacientes com proteinas elevadas.

E sabido, pelo fabricante do produto, que a fita reagente Multistix® tem a

capacidade de detectar em torno de 30 a 45mg/dl de proteinas na urina e que a albumina
¢ a proteina mais sensivel a area reativa da fita, por isso a deteccdo de quantidades de
proteinas na liquor semelhantes aquelas encontradas na urina conferem bons resultados
de sensibilidade e especificidade a fita reagente.

A utilizacdo destes resultados na pratica médica ¢ a capacidade de detectar
proteinas elevadas no liquor em 80% dos casos, através da utilizagdo de apenas um
reagente da fita em teste. Em apenas um minuto da realizacdo do teste ¢ possivel se
obter informagdes que podem ser uteis quando se pesquisa determinadas doengas que
podem alterar proteinas no liquor. A utilidade deste teste ¢ principalmente pela rapidez
que se aplica a ele e pela pequena quantidade de liquor que requer, apenas uma gota.

Dados semelhantes de boa sensibilidade e especificidade, foram encontrados
em estudos realizados por autores que pesquisaram o uso de fitas reagentes na detecgdo
de proteinas em urina de pacientes diabéticos. Amostras de urina com valores maiores
ou iguais a 60mg/dl de proteina podem ser detectadas pelas fitas reagentes em 100% das
vezes, conferindo um excelente e barato teste de screening.'”’

Em estudos anteriormente citados, o uso de fitas reagentes na deteccdo de
proteinas em amostras de liquor, também demonstraram uma boa sensibilidade do

método. Schwartz identificou a acuracia e a utilidade clinica deste método em 1971,
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Moosa e colaboradores, determinaram uma sensibilidade de 88,5% na detec¢ao de
proteina em 1995. Recentemente este achado foi confirmado por Romanelli em 2001.

Entretanto, para o diagnostico de meningite em criancas, um dado isolado
do aumento de proteinas no liquor ndo ¢ indicativo de doenca e por isso ndo pode ser
utilizado sozinho. O nimero aumentado de proteinas no liquor estd mais relacionado
com prognostico de doenga (mortalidade) do que com diagndstico de meningite, por
isso, neste estudo, ndo foi dada importincia a este dado como foram com os
leucécitos.”

Nao ¢ incomum que criangas pré-escolares desenvolvam afeccoes
meningeas sem alteragdes de proteinas no liquor, ou que concentragdes muito baixas de
proteinas no liquor, possam estar presentes em pacientes com aumento da pressao

intracraniana. '2>!*

5.3.3- Glicose

Ao adotarmos um ponte de corte de 50mg/dl, no valor da glicose no liquor,
como parametro de normalidade, observamos que a sensibilidade da fita reagente para a
detec¢dao de glicose no liquor foi de 16%, entretanto a especificidade apresentou-se
100%. O desempenho da fita reagente na detec¢do de glicose no liquor ndo foi boa,
devido a esta baixa sensibilidade.

A fita Multistix® foi desenvolvida com a capacidade de detectar, segundo o
fabricante do produto, cerca de 75 a 125mg/dl de glicose na urina. Valores abaixo de

100mg/dl nao sdo detectaveis, e € por isso que as quantidades de glicose encontradas em
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amostras de liquor de pacientes com alteragdes inflamatorias ou at¢ mesmo de pacientes
considerados normais nao foram detectados pelo teste em estudo, ndo apresentando a
acuracia desejada.

Este dado isolado de hipoglicorraquia também nao foi valorizado em nosso
estudo, pois alteragdes na glicose podem estar ausente em criangas em idade escolar
acometida por afeccdes meningeas inflamatérias, além de ndo ser um achado comum

nas meningites assépticas.'>




Conclusoes

6 - CONCLUSOES

Baseados nos resultados de nosso estudo, podemos concluir que:

b)

d)

a fita reagente apresenta uma boa acurdcia para mensurar leucocitos e
proteinas no liquor;

a fita reagente apresenta uma baixa acuracia para mensurar glicose no
liquor;

criangas com diagnostico de meningite e que apresentam pleocitose
moderada a intensa (>100 células), podem ser detectadas em sua
grande maioria (80%) através da fita reagente;

a fita reagente apresenta um baixo poder diagndstico em criangas em
fase inicial de meningite, com pleocitose discreta (<100 células);

a fita reagente ndo dispensa a confirmacao laboratorial no diagnostico

de meningite em criangas.
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Anexo 1

Protocolo de trabalho:

Nome:
Sexo:
Idade:
Registro:

Motivo da puncio:

Multistix Laboratorio
Proteinas: Proteinas:
Leucocitos: Leucocitos:
Glicose: Glicose:
Eritrécitos: Eritrocitos:

Cultura:




